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ПРЕДИСЛОВИЕ 


Вопросы, связанные с исследованием свойств холинэстеразы 
и антихолинэстеразных веществ, уже в течение многих лет за- 
служенно привлекают к себе внимание специалистов самого 
различного профиля. Это легко объяснить двумя обстоятель- 
ствами. 

Во-первых, холинэстераза относится к числу ферментов, 
играющих центральную роль в обеспечении специфической 
функциональной активности нервной системы — в частности, в 
синаптической передаче. Это определяет интерес к ней со сто- 
роны теоретиков (биохимиков, физиологов, фармакологов), по- 
скольку изучение биохимических и физиологических свойств 
холинэстеразы позволяет приблизиться к пониманию молеку- 
лярных процессов, лежащих в основе нервной деятельности. 

Во-вторых, известно огромное число (и оно непрерывно рас- 
тет) химических соединений, способных подавлять активность 
холинэстеразы. 

Большинство этих соединений обладает выраженной физио- 
логической активностью, в связи с чем многие из них получили 
широкое применение в медицине и биологии. Кроме того, анти- 
холинэстеразные вещества широко применяются в качестве 
инсектицидов для борьбы с вредителями сельского хозяйства; 
не менее важно использование некоторых из, них (особенно 
фосфорорганических соединений) в ряде технологических про- 
цессов. 

Отсюда понятен тот интерес, который проявляют к этой про- 
блеме химики, энтомологи, ботаники, почвоведы, ветеринары и 
практические работники сельского хозяйства. 

Но для нас наиболее важно то значение, которое эти вопро- 
сы имеют для врачей различных специальностей. Это значение 
определяется, с одной стороны, чрезвычайно широким и все 
более расширяющимся контактом большого числа людей с фи- 
зиологически активными, а нередко и токсичными антихолин- 
эстеразными соединениями в процессе их изготовления и прак- 
тического использования, а с другой стороны — возможностью 
применения их в качестве лекарственных средств и уже отме- 
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ченным выше интересом, который они представляют с теорети. 
кой точки зрения. 

о баеаВЬЕ: посвященных экспериментальному иссле- 
дованию холинэстеразы и антихолинэстеразных веществ, неук- 
лонно растет и к настоящему времени составляет около 10000. 
Совершенно очевидно, что даже специалисту, непосредственно 
работающему в данной области, нелегко разобраться в этом 
потоке сообщений. Обобщающие работы (обзоры и моногра- 
фии), которые время от времени выходят за рубежом, не могут 
удовлетворить советского читателя, потому что они совершенно 
не отражают обширные исследования, проводимые во многих 
химических, биохимических, фармакологических и других лабо- 
раториях Советского Союза, результаты которых постоянно 
публикуются в советской научной периодике и в отдельных 
сборниках. 

В то же время обзоры и обобщения, созданные отечествен- 
ными авторами, чрезвычайно ограничены как по числу, так и 
по объему. Все они посвящены более или менее частным вопро- 
сам и не дают суммированного представления о свойствах хо- 
линэстеразы и антихолинэстеразных веществ. Из книг можно 
назвать лишь две: это монография М. Я. Михельсона «Действие 
наркотиков на холинэстеразу», изданная в 1948 г., и небольшая 
книжка С. Н. Голикова и В. И. Розенгарта «Фармакология и ток- 
сикология фосфорорганических соединений», вышедшая в светв 
1960 г. Несколько обзорных статей, появившихся в последнее 
время (М. Я. Михельсон, 1961, 1962; Н. А. Лошадкин, 1961; 
В. И. Розенгарт, 1962; В. А. Яковлев, 1962), тоже касаются лишь 
отдельных проблем и не восполняют существующий пробел. 

Предлагаемая вниманию читателей книга является первой 
в отечественной литературе попыткой обобщить в одном изда- 
нии все основные данные по биохимии холинэстераз, а также 
по биохимии, фармакологии и токсикологии антихолинэстераз- 
ных веществ в таком аспекте, который может представить наи- 
больший интерес для биохимиков, физиологов и врачей. 

При написании книги авторы встретились с серьезными труд 
ностями, состоящими прежде всего в необходимости уместить 
в монографии сравнительно небольшого объема обширный и 
разнообразный фактический материал. Главным образом по 
этой причине некоторые очень важные, но не имеющие прямого 
отношения к медицине разделы, как, например, действие анти- 
холинэстеразных инсектицидов на насекомых и на растения, в 
книге не рассматриваются. 

Авторы отчетливо представляют себе, что при систематиза- 
ции и изложении столь обширного материала неизбежны от“ 
дельные недостатки. Поэтому всякие пожелания и критические 
замечания будут восприняты с большой благодарностью. 

С, Н. Голиков, В, И, Розенгарт 








Часть первая 
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ОБЩИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О МЕХАНИЗМЕ 
ПЕРЕДАЧИ НЕРВНЫХ ИМПУЛЬСОВ В СИНАПСАХ 
И РОЛЬ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


Проблеме структуры холинергических синапсов и механизма 
осуществляемой в них передачи нервного импульса посвящена 
обширная литература. Современные представления по этим во- 
просам достаточно полно изложены в ряде обзоров, содержа- 
щих хорошую библиографию (Х. С. Коштоянц, 1951; \/ Поп, 
АЦапигапо, 1956; ОгипаЁ{езЁ, 1957; Мас ПщозВ, 1959; А. В. Ки- 
бяков, 1959; МасвтапзоВи, 1959; Нахманзон, 1961; Т. М. Тур- 
паев и др., 1961; И. М. Глаголева и Е. А. Либерман, 1963). 

Общую картину строения синапсов удалось составить благо- 
даря детальным электронно-микроскопическим исследованиям. 
В центральной нервной системе синапс, являющийся границей 
между функционально контактирующими друг с другом нейро- 
нами, можно представить себе в виде узкого пространства (си- 
наптической щели), ограниченного с одной стороны пресинап- 
тической, а с другой — постсинаптической мембранами. Каждая 
из этих мембран имеет толщину не более 50—60 А, а ширина 
щели около 200 А. По существу, синаптическая щель является 
непосредственным продолжением межклеточного пространства 
и содержимое обоих пространств сообщается друг с другом 
(рис. 1). 

Пресинаптическая мембрана состоит из внутреннего слоя, 
принадлежащего цитоплазме нервного окончания, и наруж- 
ного слоя, образованного нейроглией. Мембрана в некоторых 
местах утолшена и уплотнена. Эти места чередуются с менее 
плотными участками. В электронном микроскопе видно, что 
пресинаптическая мембрана не является сплошной — она имеет 
отверстия, сообщающие аксоплазму с синаптическим простран- 
"ством. Постсинаптическая мембрана представляется менее плот-. 
ной, но она не имеет перерывов, отверстий, 





Обязательным компонентом всякой синаптической структу- 
ры являются так называемые пузырьки, или везикулы. Это не- 
большие тельца, состоящие из более плотного поверхностного 
слоя и менее плотного внутреннего содержимого. Пузырьки 
концентрируются в пресинаптических окончаниях и распола- 
гаются в непосредственной близости от мембраны. В тех мес- 
тах, где пресинаптическая мембрана прерывается, пузырьки 
проникают в синаптическое пространство. Именно эти пузырьки 
являются местом хранения ацетилхолина в аксональных окон- 


Рис. 1. Схема строения синапса (Мас Ниозн, 1959). 


1— митохондрии; 2— везикулы; 3— пресинаптическая аксо- 
плазма; 4— синаптическая щель; 5 — постсинаптическая 
аксоплазма. 


чаниях. Объем каждого пузырька составляет около 1,3 - 10-17 мл, 
_и в нем содержится приблизительно 400 молекул ацетилхолина. 
Благодаря таким структурным особенностям ацетилхолин в 
синаптических образованиях пространственно отделен от холин- 
эстеразы, которая внутри клеток расположена на внутренней 
поверхности пресинаптической мембраны и, возможно, на по- 
верхности пузырьков. Внеклеточная холинэстераза локализует- 
ся преимущественно на внешней поверхности пресинаптической 
мембраны. В митохондриях содержится холинацетилаза — фер- 
мент, обеспечивающий синтез ацетилхолина из холина и акти“ 
вированного ацетата. 
Сходным образом построены и нервно-мышечные синапсы. 
Особенностью их структуры является более сложное построение 
/ мембранного комплекса, отделяющего мышечную ткань от 
нервной. Этот комплекс состоит из пяти слоев, четко различи- 
мых в электронном микроскопе. В нервно-мышечном синапсе 
. значительная часть холинэстеразы находится на постсинапти“ 
ческой поверхности и не разрушается при денервации, 
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Описанные структурные отношения находят подтверждение 
в физиологических наблюдениях. Известно, что в условиях по“ 
коя, т. е. без каких-либо внешних раздражений, в нервно-мы- 
шечных синапсах лягушки обнаруживается постоянная актив- 
ность, выражающаяся в наличии очень небольших потенциалов, 
возникающих через нерегулярные промежутки времени. Эти 
потенциалы, названные миниатюрными потенциалами, усилива- 
ются под влиянием антихолинэстеразных веществ и ослабля* 
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Рис. 2. Схема участия ацетилхолина в осуществлении элементарного про- 
цесса нервной деятельности (Д. Нахманзон, 1961). 


Реакции, непосредственно относящиеся к элементарному процессу, обведены пунктиром, 


ются при действии курареподобных соединений. Миниатюрные 
потенциалы можно рассматривать как ответную реакцию на по- 
стоянную секрецию ацетилхолина пресинаптическим аппаратом. 
Прерывистый характер этих потенциалов, их нерегулярность 
свидетельствуют о том, что и секреция ацетилхолина осуще- 
ствляется не непрерывно, а происходит в виде отдельных пор 
ций, квант. Это легче всего понять, если допустить, что мини- 
мальное количество ацетилхолина, которое может освободиться 
в ходе секреции, получается при разрыве одного пузырька, т. е, 
составляет несколько сотен молекул. \ 
Применительно к изложенным выше данным о морфологи- 
ческом строении синапса можно представить себе общую биохи- 
мическую картину участия ацетилхолина в осуществлении эле- 
_ ментарного процесса нервной деятельности — передачи нервного 
возбуждения (рис. 2), 
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В состоянии покоя ацетилхолин находится в запасной фор- 
ме (3) —в связанном с белком состоянии или заключенным в 
белок (в пузырьках). Под влиянием импульса ацетилхолин 
(АХ) освобождается, пересекает синаптическую щель и всту- 
пает во взаимодействие с белком — рецептором (Р), входящимв 
состав постсинаптической мембраны. Это взаимодействие со- 
провождается деполяризацией, которая в свою очередь дает 
начало новому импульсу в постсинаптическом нейроне или сти- 
мулирует специфическую деятельность эффекторного органа. 
Реакция ацетилхолина с рецептором носит обратимый харак- 
тер, и оба вещества находятся в динамическом равновесии с 
образующимся комплексом. Однако свободный ацетилхолин 
очень быстро гидролизуется чрезвычайно активной холинэстера- 
зой -(ХЭ), в большом количестве содержащейся на внешней 
поверхности пресинаптической мембраны. Благодаря этому 
равновесие сдвигается в сторону образования свободного рецеп- 
тора, комплекс быстро разрушается и, в конце концов, вся по- 
верхность рецептора становится способной воспринимать новую 
порцию ацетилхолина. Независимо от этого в клетке происходит 
синтез ацетилхолина под действием холинацетилазы` (ХАЦ), со- 
держащейся в митохондриях. Этот процесс тесно связан с 
аэробным и анаэробным энергетическим обменом в клетке, так 
как образование необходимого для ацетилирования холина 
ацетилкоэнзима А (Ац-КоА) нуждается в энергии, поставляе- 
мой в форме аденозинтрифосфата (АТФ). 

Для понимания медиаторной функции ацетилхолина очень 
важно разобраться в механизме реакции между ацетилхолином 
и рецепторным белком. Вопрос этот далек от своего разреше- 
ния, так как первые сведения о выделении рецепторного белка 
и возможности исследования его свойств ш УИго появились 
лишь недавно (Т. М. Турпаев и С. Н. Нистратова, 1959; 
Т. М. Турпаев и др., 1961; Ергепрге!з, 1960, 1962а, 6). По со- 
временным представлениям, при реакции с ацетилхолином про- 
исходит местное изменение конфигурации рецепторного белка 
(в этом. процессе существенную роль играют, по-видимому, 
сульфгидрильные группы белка), что обусловливает повышение 
проницаемости постсинаптической мембраны для ионов. Эта 
реакция служит своего рода «пусковым механизмом», управ- 
ляющим движением ионов, и приводит в действие потенциаль- 
ный источник энергии — градиент концентрации ионов по обе 
стороны мембраны. Ионы натрия начинают диффундировать из 
внешней среды в клетку, а ионы калия — из клетки во внешнюю 
среду. В результате этого на мембране возникает местный, не- 
распространенный, локализованный участок деполяризации, на- 
зываемый постсинаптическим потенциалом. Последний электро- 
генным путем вызывает потенциал действия нерва, распростра* 
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няющийся ВДОЛЬ постсинаптического волокна. Схема действия 
апетилхолина в ганглионарном синапсе представлена на рис. Э2 

В самое последнее время Келле (КоеПе, 1961, 1962), глав- 
ным образом на основании детального гистохимического изуче* 
ния локализации холинэстеразы в синапсах, пришел к выводу, 
что ацетилхолин, освобождающийся под влиянием нервного 
импульса, действует прежде всего в тех же пресинаптических 
окончаниях, где он освобождается. В результате этого возни- 
кают дополнительные кванты ацетилхолина, И это вторично 
освобожденное, повышенное количество медиатора уже деи- 
ствует на постсинаптическую мембрану, обеспечивая передачу 
импульса. 
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Поствинаптическое волоква 


Рис. 3. Схема действия ацетилхолина в холинергическом 
синапсе (КоеПе, 1962). 


Импульс (1) вызывает освобождение ацетилхолина (АХ) в окончании 

аксона. АХ диффундирует (2) через щель и реагирует с постсинаптиче- 

скими рецепторами, в результате чего возникает местный постсинаптиче- 

ский потенциал (3), который электрогенным путем вызывает импульс (4) 
в постсикаптическом волокне, 


Более того, по мнению Келле, ацетилхолин принимает непо- 
средственное участие в передаче импульса во многих типах не- 
холинергических синапсов. Предполагается, что там существует 
механизм, аналогичный только что описанному: ацетилхолин, 
освобождающийся в пресинаптических окончаниях, действует на 
эти же окончания и стимулирует этим секрецию другого, специ- 
фического для данного типа синапса медиатора, который диф- 
фундирует через щель и оказывает постсинаптический эффект. 

Среди биохимических реакций, лежащих в основе элементар- 
ного процесса нервной деятельности (см. рис. 2), для данной 
книги наибольший интерес представляет взаимодействие аце- 
тилхолина с холинэстеразой. Механизм этой реакции и уча- 
ствующие в ней молекулярные силы подробно будут разобраны 
ниже, а сейчас необходимо лишь в самых общих чертах оха- 
рактеризовать физиологическую роль холинэстеразы. Един- 
ственная функция этого фермента состоит в гидролитическом 
разрушении ацетилхолина, в результате чего последний утра- 
чивает свою физиологическую активность. Совершенно очевид- 
но, что эта единственная реакция холинэстеразы может иметь 
самое различное функциональное значение в зависимости от › 
того, где она осуществляется, Например, в нервно-мышечных 
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синапсах роль холинэстеразы состоит в прекращении действия 
ацетилхолина на постсинаптическую мембрану. В данном слу. 
чае быстрое устранение ацетилхолина является, необходимой 
предпосылкой для приведения постсинантической мембраны в 
состояние готовности к восприятию следующего импульса. В от: 
личие от этого, постсинаптические мембраны синапсов симпа- 
тических ганглиев почти совершенно лишены холинэстеразы, и 
прекращение постсинаптического действия ацетилхолина в этих 
синансах осуществляется путем диффузии. Что же касается хо- 
линэстеразы, то она локализована преимущественно в преси- 
наптических образованиях и ее роль состоит в защите оконча- 
ний аксона от постоянного действия ацетилхолина, освобождаю- 
щегося в этом аксоне или в прилегающих окончаниях (КоеНе, 
1962). : 

Необходимо подчеркнуть, что роль ацетилхолина не исчер- 
пывается синаптической передачей. Есть данные, свидетель- 
ствующие о непосредственном участии системы ацетилхолин — 
холинэстераза в осуществлении таких физиологических функ- 
ций, как движение ресничек у простейших, а также ресничек в 
мембранах позвоночных и беспозвоночных; регуляция возбуди- 
мости и сократимости гладких и сердечной мышц; нервное про- 
ведение вдоль аксона; регуляция активного или пассивного пе- 
реноса ионов через мембраны (эритроциты, кожа лягушки, ске- 
летная мышца, солевая железа птиц (КоеЦе, 1963). 

Даже это простое перечисление достаточно ясно говорит © 
многообразии физиологической роли холинэстеразы; поэтому 
неудивительно, что при действии антихолинэстеразных веществ, 
тормозящих активность этого фермента, могут встретиться са 
мые различные нарушения физиологических функций. Биологи- 
ческое значение холинэстеразы в значительной мере зависит от 
ее локализации в клетке. По данным Мак-Исака и Келле 
(Мазаак, КоеЦе, 1959), функциональную роль играет только 
наружная, внеклеточная холинэстераза, тогда как внутриклеточ- 
ный фермент является резервным и служит для пополнения за- 
пасов наружной холинэстеразы. Вместе с тем, есть данные, что 
и внутриклеточная холинэстераза выполняет определенную фи- 
зиологическую функцию, регулируя синтез ацетилхолина и его 
накопление в синаптических пузырьках (Мас П\озВ, 1959). 

Во всех перечисленных выше примерах, иллюстрирующих 
физиологическую роль холинэстеразы, речь идет о так назы- 
ваемой истинной холинэстеразе (см. ниже). Функция ложной 
холинэстеразы до настоящего времени остается почти совер- 
шенно невыясненной. Возможно, что чрезвычайно активная лож- 
ная холинэстераза, постоянно содержащаяся в сыворотке крови, 
является защитным приспособлением и имеет задачей предот- 
вращать распространение по тканям ацетилхолина при ето воз 

можном попадании в кровяное русло. Вместе с тем, известно, 
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что полное угнетение холинэстеразы плазмы совместимо 
С жизнью. 

Столь же неясно значение ложной холинэстеразы централь- 
ной нервной системы. Имеются данные, что эффект «пробужде“ 
ния», вызываемый ингибиторами холинэстеразы и зависящий от 
действия на ретикулярную формацию мозга, обусловлен угнете» 
нием именно ложной, а не истинной холинэстеразы (Резллеа 
её а1|., 1957).. : 

На основании данных о том, что некоторые ингибиторы лож- 
ной холинэстеразы вызывают у животных параличи, связанные 
с демиелинизацией нервных волокон (Еа!|, Тротрзоп, 1952), 
было высказано предположение, что этот фермент существенно 
необходим для образования или поддержания миелиновой 0бо- 
лочки нервов. Однако эта гипотеза не может считаться доста- 
точно обоснованной, так как далеко не всегда длительное угне= 
тение фермента приводит к демиелинизации, а иногда демиели- 
низация наблюдается и при кратковременном подавлении хо- 
линэстеразы (Вагпез, Реп, 1953). 

В 1953 г. В. В. Португалов и В. А. Яковлев высказали пред- 
положение о том, что ложная холинэстераза выполняет роль 
дополнительного аварийного механизма, гидролизующего аце- 
тилхолин, который выделился нервными окончаниями, но не 
разрушился вследствие каких-то особых причин истинной холин= 
эстеразой. 

Леманн и Силк (Гентапп, ЗИК, 1953, 1955), Леманн и Лич 
дел (Гейтапп, 1444ей, 1961) высказали предположение, что 
роль ложной холинэстеразы нервной системы сводится к за- 
щите истинной холинэстеразы от угнетающего действия таких 
эфиров холина (пропионилхолин, бутирилхолин, валерилхолин, 
некоторые ароматические эфиры холина), которые не разру+ 
шаются истинной холинэстеразой, но могут образовываться в 
организме (МасНтапзови ей а!., 1949; Ваш {ег еЁ а|., 1951). Ле- 
манн показал, что введение кроликам ложной холинэстеразы 
защищает их от парализующего действия бензоилхолина. Воз- 
можно также, что в отдельных участках мозга могут создавать- 
ся ненормально: высокие концентрации ацетилхолина, избыток 
которого, как известно (см. ниже), выраженно тормозит истинз 
ную холинэстеразу, но не влияет на ложную. Разрушение избы-= 
точных количеств ацетилхолина может осуществляться имею- 

ВЕН в мозгу ложной Е 
ипотезу о защитной функции ложной холинэстеразы под- 
держивает и А. Н. Панюков (1963), который а что м 


действие направлено главным образом на разруше 
ние образ 
щегося в мозгу бутирилхолина. РА 


По данным А. Н. Панюкова, бутирилхолин обладает выражен- 
ной способностью подавлять активность истинной холинэстера- 
зы всех отделов мозга у самых различных видов животных 





ОБЩИЕ СВОЙСТВА ХОЛИНЭСТЕРАЗ 


ОТКРЫТИЕ, НОМЕНКЛАТУРА И КЛАССИФИКАЦИЯ ХОЛИНЭСТЕРАЗ 


В 1921 г. Леви (Ёое\1) своими классическими опытами про- 
демонстрировал медиаторную роль ацетилхолина в процессе 
передачи нервного импульса. : 

Через 5 лет, в 1926 г., Леви и Навратил (Роежр, МаугаШ, 
1926) открыли, что в лягушачьем сердце содержится фермент, 
обладающий способностью быстро инактивировать ацетилхолин 
путем расщепления его на холин и уксусную кислоту. Еще че- 
рез 6 лет Стедман и сотр. (З4едтап её а|., 1932) обнаружили 
аналогичный фермент в лошадиной сыворотке и впервые пред- 
ложили для его обозначения термин «холинэстераза». В даль- 
нейшем было установлено (АПез, На\уез, 1940), что холинэсте- 
раза сыворотки и крови по ряду свойств существенно отличает- 
ся от фермента эритроцитов. 

В настоящее время различают два типа холинэстеразы: 
истинную и ложную. Каждое из этих названий имеет значитель- 
ное число синонимов, благодаря чему в обширной литературе, 
посвященной холинэстеразе, оба фермента именуются самым 
различным образом. Следующая таблица дает представление 
© наиболее употребительной номенклатуре холинэстераз. 


Таблица 1 
Номенклатура холинэстераз 


Истинная холинэстераза Ложная холинэстераза 
Ацетохолинэстераза Бутирохолинэстераза 
Ацетилхолинэстераза Г Бутирилхолинэстераза 
Специфическая холинэстераза Неспецифическая холинэстераза 
Холинэстераза 1 Е Холинэстераза И 
е-холинэстераза 5-холинэстераза 


В недавно опубликованном отчете комиссии по ферментам 
Международного биохимического союза (Классификация и но- 
менклатура ферментов, 1962) для истинной холинэстеразы пред- 
ъ‘ложено систематическое название «ацетилгидролаза ацетилхо- 
лина», и ей присвоен шифр 3.1.1.7. Ложную холинэстеразу 
предложено называть «ацилгидролаза ацилхолинов» с шифром 
3.1.1.8. Кроме того, в самостоятельную систематическую еди- 
ницу выделена бензоилхолингидролаза (бензоилхолинэстераза) 
с шифром 3-1.1-9. Для фермента 3-1: 1.7 рекомендовано три- 
виальное (рабочее) название «ацетилхолинэстераза», а для 
фермента 3-1-1.8 — «холинэстераза». 

В дальнейшем изложении мы будем пользоваться термином 
«холинэстераза» ‘как неспецифическим названием, обозначаю- 
щим оба фермента. 
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Истинная и ложная холинэстеразы отличаются друг от друга 
по многим признакам, благодаря чему их нетрудно раздельно 
выявлять и количественно определять. Прежде всего эти разли- 
чия касаются субстратной специфичности. Подробнее этот во- 
прос будет рассмотрен ниже, а здесь достаточно отметить, что 
среди холиновых эфиров оптимальным субстратом _ истинной 
холинэстеразы является ацетилхолин, а ложной — бутирилхо- 
лин. Очень важная особенность истинной холинэстеразы состоит 
в том, что для проявления максимальной активности она нуж- 
дается в строго определенной, оптимальной концентрации суб- 
страта; избыток субстрата тормозит активность фермента. 
У ложной холинэстеразы это свойство отсутствует: при повыше- 
нии концентрации субстрата ее активность постепенно возрас- 
тает. Необходимо подчеркнуть, что способность избытка суб- 
страта тормозить активность истинной холинэстеразы относится 
только к холиновым эфирам. Различить оба фермента можно 
также, пользуясь избирательными субстратами и ингибиторами. 
Избирательным субстратом истинной холинэстеразы может слу- 
жить ацетил-В-метилхолин, который легко гидролизуется этим 
ферментом, но весьма устойчив к действию ложной холинэсте- 
разы. В то же время специфические субстраты ложной холин- 
эстеразы — бутирилхолин и бензоилхолин — под действием ис- 
тинной холинэстеразы практически не разрушаются. Более того, 
бутирилхолин обладает способностью подавлять активность 
этого фермента (Ка1зЪБесКк её а|., 1950; Сопеп ей а|., 1951) ив 
известных условиях может быть использован как избиратель- 
ный ингибитор истинной холинэстеразы. Типичными избиратель- 
ными ингибиторами истинной холинэстеразы являются также 
многие бис-четвертичные аммониевые соединения, обратимо угне- 
тающие активность фермента. Это О, О’-бис (М-этилинхолиний-8) - 
пентаметилен-гликолдийодид (КР-3381); М, №-бис-(диэтил-2- 
хлорбензиламмонийметил) -оксамиддихлорид (№1 М-8077), изве- 
стный также под названиями: амбеноний, мителаза, мисуран; 
1, 5-бис- (М-аллил-М, М-диметил-4-аммонийфенил) -пентан-3-онди- 
бромид (284 с 51 В. \..); бис- (М-метилпиперидиний-№-2-метил- 
кумаринил-5) -кетондийодид (СТ-3318); бис-(триэтиламмоний- 
этил)-изофталатдийодид (15-337) и др. Некоторые фосфорорга- 
нические ингибиторы, необратимо угнетающие холинэстеразу, 
тоже предпочтительно действуют на истинный фермент. К ним 
относятся метилфторфосфорилгомохолин и метилэтоксифосфо- 
рилтиохолин. 

Способностью избирательно угнетать ложную холинэстеразу 
обладают многие фосфорорганические соединения, особенно те, 
которые содержат в своем составе изопропильные группы: ди- 
изопропилфторфосфат (ДФФ), тетраизопропилпирофосфорамид 
(изо-ОМПА), ди-(изопропиламидо)-фторфосфат (мипафокс) 
и др. Из обратимых ингибиторов избирательно действуют на 
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ложную холинэстеразу этопропазинметилсульфат (лизиван), 
‘вещества 13-306, №-683_и некоторые другие. 

Наиболее существенные черты отличия между истинной и. 
ложной холинэстеразой представлены в табл. 2. 


Таблица 2 
Отличительные свойства истинной и ложной холинэстераз 


ыы ВЫОУЫы—_—„_А 


Сравнительные тесты Истинная холинэстераза Ложная холинзэстераза 


Быстрее всего гидро- Ацетилхолин Е Бутирилхолин 
лизует - 
Не гидролизует Бутирилхолин, бензо- Ацетил-В-метилхолин 
а илхолин 
Влияние избытка суб- Тормозит : Не тормозит 
страта Е Е 
Избирательные инги- Некоторые бис-четвер- Фосфорорганические 
биторы тичные соединения ингибиторы,  содержа- 
(КР-3381, М/ИМ-8077, щие изопропильные 
284 с 51 В. \., СТ-3318 группы (ДФФ, изо- 
и др.) ОМПА, мипафокс и др.). 


Описанные выше свойства, характеризующие истинную и 
ложную холинэстеразу, являются типичными. Они получены 
тлавным образом при исследовании таких ферментов, как ис- 
тинная холинэстераза эритроцитов человека и мозга млекопи- 
тающих, электрического органа рыб и ложная холинэстераза 
сыворотки крови человека и лошади. В подавляющем большин- 
стве случаев холинэстераза и другого происхождения, на осно- 
вании изучения ее свойств, может быть отнесена к тому или 

_ другому типу. Однако встречаются исключения из этого пра- 
вила. Так, холинэстераза сыворотки и мозга птиц (цыпленок, 

`_ утка, голубь) и холинэстераза сыворотки крыс оказалась устой- 
чивой как к типичному ингибитору ложной холинэстеразы — 
эукуприну, так и к веществу, избирательно подавляющему ак- 
тивность истинного фермента, — СТ-3318 (Ееггагь, 1957). Более 

_ подробное исследование свойств холинэстеразы курицы пока- 
_ зало, что фермент мозга и скелетной мышцы может быть отне- 
сен к типу истинной холинэстеразы, хотя от соответствующего 
_ фермента млекопитающих он отличается несколько меньшей 
чувствительностью к бис-четвертичным ингибиторам. Что же ка- 
сается холинэстеразы плазмы крови и слизистой кишечника, то 
_она занимает промежуточное положение. По локализации ее 
следует отнести к ложной холинэстеразе; подобно ложному фер- 
менту, она не тормозится избытком ацетилхолина или бутирил- 
холина, однако избыток пропионилхолина резко подавляет ее 
активность, что является уже свойством истинной холинэсте- 
разы; специфический ингибитор истинной холинэстеразы — 





|.5-бис. (4-лриметиламмонийфенил) -пентап- 3-0 действует на 
нее в 10000 раз сильнее, чем избирательный ингибитор ложного 
фермента — этопропазин (Ваег, СибБеть, 1962). 

Несмотря на имеющиеся исключения, принцип разделения 
холинэстеразы на два типа (истинную и ложную) может счи- 
таться вполне оправданным, так как в большинстве случаев эти 
два типа фермента отличаются друг от друга не только ясно 
выраженными биохимическими особенностями, но и физиологи- 
чески, по той функциональной роли, которую они играют ворга- 
НИЗМЕ. 


РАСПРОСТРАНЕНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗ 


Холинэстераза чрезвычайно широко распространена в жи- 
вотном мире и, по-видимому, встречается и в растениях. Так, 
в дрожжах с низким ферментирующим действием был обнару- 
жен чувствительный к эзерину фермент, расщепляющий ацетил“ 
холин. Дрожжи с высокой ферментирующей активностью не со- 
держали холинэстеразы (ЛасоБзоВл, Агеуедо, 1962). У животных 
содержание холинэстеразы отличается исключительным разно- 
образием и зависит как от их вида, так и от характера ткани 
(табл. Зи 4). 

Таблица 3 
Активность холинэстеразы в тканях кроликов и собак 
(вы молях ацетилхолина на 1 мг ткани в 1 4). 
Тбегтап её а1., 1956 


ЕЕ ЕЕ 


| Кролик | Собака 


Е ЕЕ ии 


Сердце . 
Мынща , 
Печень . 


5 те д 0,065 
Мозг... . 


. 0,041 
. 1,130 
... 0,390 
. 0,070 
. 0,180 


Почка . . 
Кишечник 


Таблицы показывают, что особенно выражены видовые от“ 
личия активности холинэстеразы крови. Так, плазма мыши в 
150 раз активнее плазмы барана; в эритроцитах мыши содер- 
жится в 15 раз меньше холинэстеразы, чем в плазме, а в эри- 
троцитах быка — почти в 40 раз больше, чем в плазме. Анало- 
тичные данные приводит Ко (1957). Детальное определение 
активности холинэстеразы в различных участках отдельных 
электрических органов Е!есфгорпогиз е!есН1сиз показало, что 
содержание фермента колеблется в широких пределах как в раз- 
личных участках одного и того же органа (от 238 до 1327 ед. 
на | г ткани), так и в разных органах (от 270 до 2820 ед.) 





(Соисейго еЁ а1., 1958). В организме насекомых фермент распре. 
делен тоже очень неравномерно. Так, в головах мух содержится 
70% всей холинэстеразы, в груди — 25%, а в брюшке — только 
5% (Азрегеп, 1959). 
Таблица 4 
Активность холинэстеразы в плазме 


Е и эритроцитах различных животных 
(в АРН, метод Мичела). — СНагу её а!., 1959 











Вид животного Плазма Эритроциты 
ПИ, сие 1,51 0,09 
ОД нее Зо Ваь 0,82 0,16 
О ое = 0,66 0,70 
Собака И 0,43 0,60 
Морская свинка. . 0,26 0,18 
оао. % 0,22 0,06 
Курица... 0,15 0,03 
Кролик ...... 0,10 0,12 
Свинья ых 0,10 0,25 
а ие 0,07 0,08 
Бык 0,01 0,37 
Баран: о ра $ 0,01 0,21 





Характер распределения истинной и ложной холинэстеразы 

в организме животных оказался различным. Истинная холин- 
эстераза содержится преимущественно в сером веществе мозга, 

в эритроцитах, в симпатических ганглиях, двигательных конце- 

вых пластинках. Ложная холинэстераза встречается главным 

р образом в плазме крови, слизистой оболочке кишечника, подже- 


жен в тромбоцитах (\У1сепф еЁ а|!., 1962). Необходимо отме- 
тить, что в большинстве перечисленных. тканей можно обнару- 
жить оба фермента. Так, по данным ряда ‘исследователей, в моз- 
гу наряду с истинной содержится ложная холинэстераза (Вигоеп, 
Сыртап, 1952; Вегпзовп, 1957, 1958; Нони${еа+, 1959). Ложная 
холинэстераза найдена также в эритроцитах (Ра\ез, ВиНапа, 
1956). В то же время истинная холинэстераза была обнаружена 
в печени (СоиЧег е{ а|!., 1954, 1955). Холинэстераза неравно- 
мерно распределена между субклеточными фракциями тканей. 
В печени больше всего холинэстеразы содержится в микросо- 
: мах; в ядрах, по данным разных исследователей, обнаружи- 
вается от 7 до 50% того количества холинэстеразы, которое 
имеется в цитоплазме; митохондрии отличаются низкой холин- 
эстеразной активностью (@ои{ег е# а|., 1955; Чпаегвау ей а1., 
1956). Сведения о содержании холинэстеразы в субклеточных 
фракциях нервной ткани противоречивы. Одни исследователи 
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(Мафап, АрИ5оп 1955; Тозсв, 1959) считают, что основная 
масса фермента (до 90%) связана с частицами, а надосадоч- 
ная жидкость почти лишена холинэстеразной активности; при 
этом на долю митохондрий приходится около 70% всей актив- 
ности фермента. В отличие от этого, Пармар и др. (Рагтаг е 
а|., 1961) приводят следующие цифры распределения холинэсте- 
разы по фракциям нервной ткани: надосадочная жидкость — 
36—404ф, микросомы — 43—51%, митохондрии — 6—15%, яд- 
ра—3—4%. Высокую активность холинэстеразы в микросомах 
отметили также СШоцей, \Маесв (1961). По данным этих авто- 
ров, в ядрах нервных клеток содержится преимущественно лож- 
ная холинэстераза. Большая часть активности  надосадочной 
жидкости также зависит, по-видимому, от ложной холинэсте- 
разы (Нойи$еа+, Тозс, 1959). Возможно, что противоречивость 
приведенных выше данных объясняется различиями в методике 
выделения субклеточных фракций у разных авторов. Дело в том, 
что по последним данным даже в пределах одного типа суб- 
клеточных частиц холинэстераза ‚распределена неравномерно. 
Де Робертис и др. (Ре КоБегИ$ её а1., 1962) дробным центри- 
фугированием разделили митохондрии мозга на 5 подфракций 
и показали, что только одна из них характеризуется высокой 
активностью холинэстеразы. 

Большой интерес представляет распределение холинэстеразы 
по различным отделам нервной системы. Этому вопросу посвя- 
щено значительное число работ, однако их результаты трудно 
обобщить, так как в разных исследованиях применялись раз- 
личные методы определения и способы выражения активности 
фермента. Главный вывод, который вытекает из рассмотрения 
этих данных, сводится к тому, что активность холинэстеразы 
отличается чрезвычайным разнообразием у разных видов жи- 
вотных и колеблется в широких пределах в разных морфологи- 
ческих образованиях нервной системы. Активность холинэсте- 
разы в нервных волокнах сравнительно невелика; в тех участ- 
ках, где имеется скопление клеточных тел и синаптических со- 
единений, концентрация фермента обычно в 3—5 раз выше, чем 
в соответствующих волокнах. Миелиновые нервы, как правило, 
характеризуются более низкой активностью фермента, чем без- 
мякотные. Было отмечено падение активности холинэстеразы 
вдоль нерва в проксимально-дистальном направлении. Это па- 
дение составляло 0,4—7,2% на каждые 10 мм нерва. Например, 
в диафрагмальном нерве собак в начале ствола активность ' 
была на 40% выше, чем в конце ствола (Ги пзКа ей а1., 1963). 

Табл. 5 дает представление о распространении холинэсте- 
разы в мозгу разных животных. Из таблицы видно, что наи- 
большей активностью фермента отличаются хвостатое тело и 
чечевицеобразное ядро, а наименьшей — белое вещество. Инте- 
ресно отметить, что у небольших животных, таких как мышь, 


2 С.Н. Голиков, В, И, Розенгарт и 





Е Таблица 5 
Активность холинэстеразы в Мозгу различных видов животных 
(цифры выражают количество 2 ацетилхолина, которое может быть 
разрушено 1 г свежей ткани за | ч при 37°). — Масвитапзовн, 1959 


Активность холинэстеразы 
Отдел мозга 





кролик собака бык человек 
а ооарииь пробежки пис ииО По Е 
Е 60—80 20—50 20—30 12 
Белое вещество , .. — 3 = — 
Хвостатое тело, ... 350 500—600 400 300 
Чечевицеобразное ядро — — 680 460 
Мозженок ......| 90-100 120—150 20—40 80 
Е а Е 120 60 50 3 
Е еее -130 70—80 — 60 
Переднее четверохолмие | 250 | 140 100—120 60 
Заднее четверохолмие 130 50 40 30 


крыса, морская свинка, концентрация холинэстеразы в мозгу 
значительно выше, чем у кошки, собаки и других более круп- 
ных животных. У одного и того же вида животных активность 
фермента в отдельных структурах мозга отличается удивитель- 
ным постоянством .(Масбтапзовп, 1959). 

Среди работ, посвященных исследованию распространения 
холинэстеразы в центральной нервной системе, заслуживает 
внимания < обстоятельное исследование А. А. Покровского и 
Л. Г. Пономаревой (1961), которые раздельно определили ак- 
тивность истинной и ложной холинэстеразы более чем в 50 мор- 
фологически и функционально различных’ образованиях голов- 
ного мозга обезьян. В коре больших полушарий активность ис- 
тинной холинэстеразы была сравнительно невысокой и примерно 
одинаковой во всех исследованных участках (1,0—1,5 имоля 
субстрата на | г ткани в 1 мин). Исключение составляла об- 
ласть обонятельного поля, где активность фермента достигала 
68,0 имолей, т. е. в 50 раз превышала среднюю величину, полу- 
ченную для других участков коры. В ядрах таламуса и гипо* 
таламуса содержание холинэстеразы было в 5—6 раз больше, 
чем в коре. Значительно более низкая активность фермента 
была отмечена в большинстве проводящих путей. Привлекает 
внимание факт высокого содержания истинной холинэстеразы 
в ядрах эстрапирамидной системы. Так, в различных участках 
хвостатого тела активность фермента колебалась от 38,9 до 
46,8 рмоля. Распределение ложной холинэстеразы оказалось 
значительно более равномерным. В большинстве участков коры 
она была в 4—7 раз менее активной, чем истинная. В тех об- 
разованиях, которые отличались высоким содержанием истин- 
ной холинэстеразы, активность ложной тоже была увеличена, 
но в значительно меньшей степени, и поэтому доля ложной 
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холинэстеразы в общей холинэстеразной активности этих обра- 
зований была гораздо меныше. 

При разделении гомогенатов мозга с помощью электрофоре- 
за на различных поддерживающих средах было установлено, 
что истинная холинэстераза локализуется не в одной, а в не- 
скольких зонах, отличающихся друг от друга по электрофорети- 
ческой подвижности. Так, в мозгу крыс были найдены две по- 
лосы истинной холинэстеразы (ЕгАпКко её а1., 1962), а в мозгу 
человека — три полосы (Вегпзони её а1., 1962). Это дало осно- 
вание высказать предположение о множественной природе истин- 
ной холинэстеразы мозга и о возможном различии функцио- 
нальной роли отдельных холинэстераз. 

С развитием гистохимической техники появилась возмож- 
ность более точно определить локализацию холинэстеразы В ГИ- 
стологических структурах различных тканей. По данным Келле 
(КоеПе, 1951, 1954, 1955 а), Абрахамса и соавт. (АБгаватз е 
а1., 1957), в головном мозгу истинная холинэстераза содержится 
преимущественно в двигательных нейронах черепномозго- 
вых двигательных ядер; в нейронах, дающих начало пре- 
ганглионарным автономным волокнам; в нейронах ретикулярной 
формации и клиновидного ядра, а также в некоторых третичных 
афферентных нейронах, например в латеральных ядрах тала- 
муса. В гипоталамусе активный фермент был обнаружен лишь 
в незначительном числе клеток некоторых ядер. Низким содер- 
жанием холинэстеразы или полным ее отсутствием характери- 
зуются нейроны некоторых коррелятивных центров, заложен- 
ных в оливах, а также часть нейронов красного ядра. При соче- 
тании электронно-микроскопических и гистохимических иссле- 
дований было показано, что истинная холинэстераза содер- 
жится преимущественно в мембранных участках нейронов, в 
пре- и постсинаптических образованиях некоторых синапсов, 
иногда — в синаптических пузырьках (Тогаск, 1962). Что ка- 
сается ложной холинэстеразы, то еще в ранних исследованиях 

(Ога, Тротрзоп, 1952) было установлено, что она локализуется 
преимущественно в белом веществе. Согласно последним дан- 
_ ным (Со!@Бегоег, 1961), она содержится только в эндотелии 
капилляров, гладких мышцах артериол и в некоторых глиаль- 
ных клетках. В спинном мозгу активная истинная холинэсте- 
раза содержится в нейронах передних и латеральных рогов 
(КоеПе, 1951, 1952). Наличие истинной холинэстеразы было по- 
казано во всех типах нейронов верхнего шейного ганглия ко- 
шек, кроликов и обезьян (КоеПе, 19556). Было также устано- 
влено, что в холинергических нейронах концентрация фермента 
значительно выше, чем в адренергических и чувствительных. 
В нейронах двух последних типов активность ферментов силь- 


но варьировала в зависимости от места расположения нейрона 
и вида животного, 7 : 
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но выяснению локали. 
ых мышцах. Истинная 
я в следующих четырех участках: 
сположен в концевых пластин- 
менее активная холинэстераза 
содержится В инках интрафузальных волокон, 
еще менее акт чно-сухожильных холинергиче- 
ских аппаратах и В окончаниях тонких двигательных волокон, 
Такой характер распределения холинэстеразы в мышцах ока- 
зался свойственным всем исследованным видам животных (со- 
бака, кошка, морская свинка, крыса, мышь, голубь, курица) и 
человеку (СегеБ ой, 1955). Наряду с инстинной холиэнстера- 
зой в нервно-мышечных синансах была обнаружена ложная 
(Ноиз{е@\, 1957; Ваггией, 1962). 

В связи с широким распространением холинэстеразы в мыш- 
цах интересно упомянуть о большой серии исследований вен- 
герских ученых (\Уагба её а|., 1954, 1955, 1957а, 19576; Кбуег в! 
а1., 1957а, 19576; Варга, 1959), показавших, что выраженной хо- 
линэстеразной активностью обладает мышечный миозин. 

Холинэстераза содержится во многих других тканях. Истин- 
ный фермент был найден в гладких мыпщах бронхиол и моче 
вого пузыря, в эффекторных клетках слюнных желез и в сет 
чатой ткани, окружающей ганглионарные клетки мозгового 
слоя надпочечника. Ложная холинэстераза содержится в Каро- 
тидных клубочках, клетках печени и слизистой оболочки КИ” 
шечника, а также в корковом слое надпочечника (КоеПе, 1951; 
Пе]агаш, 1954). Подробные данные о распространении холин- 
эстеразы в водянистой влаге и стекловидном теле глаза приве- 
дены в исследовании Бастида (ВазНае, 1962). 

Ценность гистохимических методов определения холинэсте- 
разы состоит в том, что они дают возможность с большой точ 
ностью определить локализацию фермента в гистологических 
структурах тканей, однако они не позволяют, к сожалению, ко 
личественно оценить содержание холинэстеразы в этих структу- 
рах. В лучшем случае удается выяснить, что в одних участках 
холинэстеразы много, а в других ее мало. 

я благодаря усовершенствованию количест- 
СЕ о методов определения холинэстеразы этот 
ной газометричес: восполняется. Применение модифицирован 
И но методики «картезианского водолаза» (7а- 
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стки дендритов и СРВ и. Ипрояарыих, р Е 
ыы п бьыы едва ничтожные пробы ц 
рядка 10-9 мл (СласоБит, 7айсек 


1956; @1 101 
: ; Часори, 1959а, 19596), Было установлено, что, как пра 
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ВИЛО, наибольшей активностью характеризуется тело клетки, в 
аксонах и дендритах содержится несколько меньше фермента, 
в ядре — в 10—100 раз меньше, чем в цитоплазме, а в ядрышке 
холинэстеразы практически нет совсем. 

Для энзимолога, а особенно для фармаколога, главный ` ИН- 
терес представляет именно оценка функционального значения 
холинэстеразы разной локализации. В этом отношении значи- 
тельный интерес представляют исследования Келле, в которых 
он сочетал гистохимическую методику с применением избира- 
тельных ингибиторов и реактиваторов холинэстеразы (КоеПе, 
1957а, 19576; КоеЦе и КоеЦе, 1959; Мезаак, КоеЦе, 1959). Из- 
вестно, что обратимые бис-четвертичные ингибиторы холинэсте- 
разы защищают фермент от последующего воздействия необра- 
тимых ингибиторов типа диизопропилфторфосфата (ДФФ). Од- 
нако гистохимические исследования симпатических ганглиев по- 
казали, что введение крысам такого обратимого ингибитора, как, 
например, амбеноний, защищает только наружную, внеклеточ- 
ную холинэстеразу, тогда как внутриклеточная холинэстераза 
при последующем введении ДФФ оказывается полностью угне- 
тенной. Это объясняется тем, что амбеноний как четвертичное 
соединение плохо проникает через клеточную мембрану. Таким 
образом, по крайней мере для клеток симпатических ганглиев, 
было четко показано существование пространственно разобщен- 
ных друг от друга «наружной» и «внутренней» холинэстеразы. 

Из дальнейших исследований, в которых применялись реак- 
тиваторы холинэстеразы и производилось сопоставление гисто- 
химических данных с физиологическими изменениями, был сде- 
лан вывод, что функциональную роль играет только наружный 
фермент; что же касается внутренней холинэстеразы, то она 
служит резервом для пополнения запасов наружной. Как уже 
указывалось, такое представление о раздельном существова- 
нии функциональной и резервной холинэстеразы имеет исклю- 
чительно важное значение для понимания механизма действия 
антихолинэстеразных веществ. 

До сих пор мы рассматривали распространение и локализа- 
цию тканевой холинэстеразы, преимущественно фермента нерв- 
ной ткани. Несколько особняком стоит вопрос о сывороточной 
холинэстеразе, функция которой до настоящего времени остает- 
ся невыясненной. Распределение холинэстеразы в сыворотке или 
в плазме крови изучалось главным образом электрофоретиче- 
скими методами с целью установить, с какими белковыми фрак- 
циями крови связан этот фермент (СоНеп, \Магипеа, 1957; 
Сгоиеву, 1958; Аири$Ипззоп, 1959; Вегпзовп. её а|., 1961; Наг. 
г13 её. а|., 1962). В сыворотке крови было обнаружено большое 
число эстераз, отличающихся друг от друга по электрофорети- 
ческой подвижности, но’ собственно холинэстераза, характери- 
зуемая по субстратной специфичности и по способности 
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угнетаться избирательными ингибиторами, концентрировалась, 
как правило, в одной зоне и располагалась между а2- ив-глобу- 
линами. И в этих исследованиях были отмечены чрезвычайно 
резкие видовые различия в концентрации холинэстеразы. У пода- 
вляющего большинства исследованных видов, в том числе у че- 
ловека, лошади, обезьяны, коровы И у обычных лабораторных 
животных, фермент сыворотки мог быть отнесен к ложной хо- 
линэстеразе. Только в сыворотке коз была обнаружена истин- 


ная холинэстераза. ы 

Известно большое число исследований, в которых активность 
холинэстеразы сыворотки крови У людей определяли в различ- 
ных физиологических и патологических условиях (А. А. По- 
кровский, 1962; Гертапп, Г1а4ей, 1961). У здоровых взрослых 
людей активность фермента не зависела от пола и возраста и 
колебалась в очень узких пределах в течение суток. У бере- 
менных женщин активность фермента была несколько ниже, а 
у детей — немного выше, чем у здоровых взрослых. 

Отчетливо выраженные изменения активности сывороточ- 
ной холинэстеразы могут наблюдаться при различных заболе- 
ваниях. Резкое понижение активности характерно для отравле- 
ний фосфорорганическими инсектицидами (этот вопрос более 
подробно будет рассмотрен ниже) и для некоторых заболева- 
ний печени, особенно для таких, которые связаны с поражением 
паренхиматозной ткани. Леманн считает, что определение ак- 
тивности холинэстеразы сыворотки можно рассматривать как 
достаточно чувствительную пробу для оценки функциональной 
способности печени. 


СУБСТРАТНАЯ СПЕЦИФИЧНОСТЬ 


Холинэстеразы, как и другие эстеразы, относятся к фермен- 
там, обладающим лишь относительной спенифичностью, опреде- 
ляемой наличием сложноэфирной связи в молекуле субстрата. 
Тем не менее, скорость гидролиза в значительной степени зави- 
сит от строения как алкильной, так и ацильной части молекулы 
субстрата. От других эстераз холинэстеразы отличаются спо- 
собностью с большой скоростью гидролизовать холиновые эфи- 
ры. Именно это обстоятельство послужило основанием для вы- 
деления холинэстераз в особую группу ферментов. Вопросу о 
специфичности отдельных холинэстераз по отношению к раз- 
личным субстратам посвящена обширная литература, хорошо 
обобщенная в ряде обзоров и крупных экспериментальных ра- 
бот (Адатз, 1949; Адатз, \УНакег, 1949; \МЫакег, 1951; 
Но|п®еа%, 1959; Масптапзовп, 1959; Г/хоп, МТеьЬ, 1960, и др.). 

Исследование субстратной специфичности холинэстераз свя- 
зано со значительными экспериментальными трудностями, глав- 
ная из которых состоит в том, что эти ферменты не были полу- 
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чены В К исталлическом виде и, следовательно, никогда нет уве- 
енности В ТОМ, что изучаемый препарат представляет собой ин- 
дивидуальный фермент. Поэтому разная скорость, с которой 
происходит гидролиз различных сложных эфиров, может быть 
отнесена Как за счет индивидуальных особенностей одного 
фермента, так и за счет того, что каждый препарат представ- 
ляет собой неодинаковую по составу смесь нескольких фермен- 
тов. Далее, многие сложные эфиры, особенно производные выс- 
ших жирных кислот, не растворимы в воде, благодаря чему 
невозможно получить сравнительные данные о скорости гидро- 
лиза разных субстратов в строго сопоставимых условиях. Нако- 
нец, серьезной помехой для сравнительных исследований явВ- 
ляется отмеченная уже способность избытка ацетилхолина тор- 
мозить активность истинной холинэстеразы. Хотя перечислен 
ные трудности и преодолеваются исследователями различными 
путями, однако именно они служат важнейшей причиной того, 
что данные о субстратной специфичности холинэстераз нередко 
носят противоречивый характер. 

Впервые различие в специфичности между ложной и истин- 
ной холинэстеразой продемонстрировали Аллес и Хоус (АПез, 
На\ез, 1940). В то время такого подразделения холинэстераз 
еще не существовало, и названные авторы показали лишь, что 
холинэстераза эритроцитов четко отличается от холинэстеразы 
сыворотки. Для фермента эритроцитов было установлено нали- 
чие оптимума концентрации субстрата: при избытке ацетилхо- 
лина скорость гидролиза снижалась. Было также показано, что 
холинэстераза эритроцитов, в отличие от сывороточной, обла- 
дает способностью гидролизовать ацетил-8-метилхолин. В даль- 
нейшем эти данные были подтверждены (Вас№ег, Сгой, 1942), а 
вскоре Целлер и Биссеггер (7еПег, В1ззероег, 1943) устано- 
вили, что холинэстераза мозга по своим свойствам очень близ- 
ка ферменту эритроцитов. . 

Значительный интерес представляют данные о способности 
холинэстераз гидролизовать различные холиновые эфиры, отли- 
чающиеся друг от друга длиной цепи ацильного остатка (МасП- 
тапзови, Войепреге, 1944, 1945; Муегз, 1953; З4игве М/ЫШа- 
Кег, 1950; Моитщег, Спеа ат, 1963, и др.). Оказалось, что длЯ 
ложной холинэстеразы скорость гидролиза возрастает в ряд 
ацетил(пропионил(бутирил, тогда как для истинной холинэс ы 
разы наблюдались обратные отношения: удлинение м 
остатка сопровождалось выраженным снижением скорости н 
дролиза и бутирилхолин, как правило, совсем не разруша > 
под действием фермента. Необходимо отметить, что КЛАНА 
венные различия в скорости гидролиза разных эфиров хо ра. 
истинной холинэстеразой в значительной мере зависят а 
а фермента. Так, фермент, полученный из И 

> й ткани Тогрейо, гидролизует пропионилхолин в три раза 




















медленнее, чем ацетилхолин, а ‘холинэстераза а 
ского органа Е!есёторногиз е!есё1сиз расщепляет оба эфира с 
одинаковой скоростью. Последний из названных ферментов со. 
вершенно не действует на бутирилхолин, тогда как холинэсте- 
раза из хвостовой мышцы Ге! {ез разрушает бутирилхолин со 
скоростью лишь в 4 раза меньшей, чем ацетилхолин. 

Хейльброн (НеЙБгопп, 1959} исследовала действие истинной 
и ложной холинэстераз на различные эфиры тиохолина и по- 
казала, что здесь существуют те же закономерности, которые 
наблюдались при изучении холиновых эфиров: для истинной хо- 
линэстеразы скорость гидролиза эфиров уменьшалась с удли- 
нением цепи кислотного остатка, для ложной холинэстеразы 
наблюдались обратные отношения. Ложная холинэстераза рас- 
щепляла ацетилтиохолин быстрее, чем ацетилхолин, а истинная 
холинэстераза гидролизовала оба эфира примерно с одинако- 
вой скоростью. Эти результаты противоречат данным Бергмана 
(Веготапи, 1958), который нашел, что и истинная холинэсте- 
раза расщепляет ацетилтиохолин в 5 раз быстрее, чем ацетил- 
Холин. 

Как уже отмечалось, важной особенностью истинной хо- 
линэстеразы является ее способность тормозиться избытком 
ацетилхолина. Незнание этого обстоятельства нередко приво- 
дило к ошибочных выводам о субстратной специфичности хо- 
линэстеразы. Так, оказалось, что при концентрации, оптимальной 
для ацетилхолина, триацетин гидролизуется ферментом очень 
медленно. Однако, повышая концентрацию субстрата, можно 
создать такие условия, при которых гидролиз ацетилхолина 
окажется сильно подавленным и триацетин будет расщепляться 
быстрее, чем ацетилхолин. Если ограничить исследования толь- 
ко такими высокими концентрациями субстрата, то создастся 
ошибочное представление, будто бы триацетин обладает ббль- 
шим сродством к ферменту, чем ацетилхолин. 

Аугустинссон (АцоизИлззоп, 1948, 1949) показал, что не 
только для ацетилхолина, но и для других холиновых эфиров 
нужна оптимальная концентрация для проявления максималь- 
Ной активности иИСТИННОЙ холинэстеразы. Она оказалась одина- 
ковой для разных эфиров и для фермента разного происхожде- 
ния (электрическая ткань рыб, головной ганглий кальмара, 
мозг млекопитающих, поперечнополосатая мышца и др.) и-со- 
ставляла приблизительно 3. 10-3 М. В случае ложной холинэсте- 
разы увеличение концентрации субстрата сопровождалось рав- 


номерным повышением скорости гидролиза и никакого опти- 
мума концентрации субстрата не отменалось. 


= рис. 4 показаны важнейшие зависимости, определяющие 
суостратную специфичность истинной и ложной холинэстеразы. 


а видно, что истинная холинэстераза гидролизует аце- 
лин лучше других холиновых эфиров, тогда как наилуч- 
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шим субстратом для ложной холинэстеразы служит бутирилхо- 
лин. Оптимум концентрации субстрата наблюдается только в 
действии истинной холинэстеразы и характерен лишь для холи- 
новых эфиров; он отсутствует при использовании в качестве 
субстрата триацетина. : 

Изменение структуры ацетилхолина существенно влияет на 
способность полученных производных расщепляться под дей- 
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Рис. 4. Зависимость активности истинной (а) 
и ложной (0) холинэстеразы от природы и 
концентрации субстрата (Маспшапзойи, 1959). 


На оси абсцисс — отрицательный логарифм молярной 
концзнтрации субстратов (р5); на оси ординат — актив- 
ность холинэстеразы (в мкл О› за 30 мин). АХ — аце- 
тилхолин; ПрХ — пропионилхолин; Бух — бутирилхолин; 
ь ТА-— триацетин. 


ствием холинэстеразы. Так, введение двойной связи В о—В-поло- 
жение снижало скорость гидролиза под действием обоих фер- 
ментов; двойная связь в другом положении мало влияла на ги- 
дролизуемость субстрата. Снижение способности к гидролизу 
наблюдалось также при введении алкильных групп в я-положе- 
ние насыщенных и ненасыщенных эфиров (Зеки| е& а1., 1962). 
На производных бензоилхолина было установлено, что вве- 
дение в о-положение бензольного кольца таких заместителей, 
как —СН., —ОСН., —С1, —Вг, —1, —№0О», резко снижает способ- 
ность полученных соединений гидролизоваться ложной холин- 
эстеразой и ‘усиливает их тормозящее действие на истинную хо- 
линэстеразу. Относительная скорость щелочного гидролиза при 
этом изменялась незначительно (Твотаз а. Висеу, 1962). 
Ложная холинэстераза избирательно гидролизует дихоли- 
новые эфиры некоторых высших дикарбоновых кислот — проб- 
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р. Эти эфиры расщепляются даже бы. 
(Ф. В. Певзнер, 1955): 
о (6) 
- | | — 
(сну сн -сн,—0—С—(СН»—С—О—СН,—СНьМ (СН, 
дихолиновый ЭФИР ПРОЬКОВОЙ КИСЛОТЫ 


ково, себациновой И Д 
стрее, чем ацетилхолин 


Известно, что холинэстеразы обладают способностью гидро: 
лизовать и нехолиновые эфиры. И в этом случае строение эфи- 
ров существенно сказыва- 
о 5 ется на скорости гидроли- 
за (Адатз$,  \МмШакег, 
1949, 1950). На рис. 5 по- 
казана зависимость скоро- 
сти ферментативного гид- 
ролиза нехолиновых эфи- 
Л ров раздельно от длины 
алкильной и ацильной 
Л и части их молекулы. Из- 
менение длины алкиль“ 
6. 12 3 4 9 6 ной цепи дает одина- 
Ро атомов © число атомов С в ацильн0й ковый эффект для хо- 
Е Зуме линэстераз обоего типа: 
—— Зависимость скорости фермента- скорость гиролиза увели“ 

ивного гидролиза нехолиновых 
длины р (а) и а ИВАН ее 

их молекулы (АФатз, 1949). числа углеродных атом 
И-— истинная холинэстераза; Л — ложная холинэсте- в алкильной части до 4, 
| раза, а затем снижается. Та- 
ким образом, бутилаце- 
тат оказался оптимальным субстратом как для истинной, так и 
для ложной холинэстеразы, В отличие от этого, изменение дли- 
ны ацильного остатка при неизменных размерах алкильной части 
молекулы по-разному сказывалось на их способности расщеп- 
ляться разными холинэстеразами. Для истинной холинэстеразы 
наблюдался резко выраженный оптимум в случае двууглерод- 
ной ацильной части (ацетат), а при взаимодействии с бутира- 
том скорость гидролиза практически снижалась до нуля; наи- 
лучшим субстратом для ложной холинэстеразы служил бутират. 
Следовательно, здесь имели место те же закономерности, что и 
при использовании в качестве субстратов холиновых эфиров. 
Эти данные были в дальнейшем подтверждены на препарате 
очищенной холинэстеразы из плазмы человека. Оказалось, что 
такой препарат гидролизует бутираты холина, фенила и индок- 
сила с большей скоростью, чем соответствующие пропионаты и 
ацетаты (Аисизпззоп, ЕКедаН1, 1962). 

Увеличение гидролизуемости наблюдалось при разветвле- 
нии углеродной цепи в конце алкильного остатка эфира. Наи- 
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лучшим субстратом из исследованных соединений этого типа 
оказался 3, 3-диметилбутилацетат, который можно рассматри- 
зать как углеродный аналог ацетилхолина. Скорость его гидро- 
лиза была лишь немногим меныше скорости разрушения аце- 
тилхолина (около 60%). Этот факт говорит о выраженном срод- 


о 
. ‚СН т сн» 
сню—о—сн,-сн, сн:  Ссне-о—сн,—Сн,-С СН» 
ОВ \сн; 
АЦЕТИЛХОЛИН 3,3-ДИМЕТИЛБУТИЛАЦЕТАТ 


стве активной поверхности холинэстеразы к метильным груп- 
пам. 
Таблица 6 
Относительная скорость гидролиза различных субстратов истинной и ложной 
холинэстеразой (по данным разных авторов) 
НЕ  иесакизетиеиаесиини нонеяения ин 


Субстра 

Ур Истинная Ложная 

— ммм олИНЭСте- | Олин 
название формула раза раза 


Е 


т 
Ацетилхолин СНзС(О)ОСН.СН2М (СНз)з 100 100 
Е : + 
Пропионилхолин С.НзС (0) ОСН»СН»М (СНз)з 78 145 
ЕЕ 
Бутирилхолин СзН.С (О) ОСН»СН2М(СНз)з 2,3 216 
В ы 
Валерилхолин СаНеС (О) ОСН»СН2М(СНз)з 3,3 145 _ 
+ 
Ацетилтиохолин СНС (О) $СН2СН?М (СНз)з 149 430 
г 
Бутирилтиохолин СзН.С (0)$СН.СН»М(СНз}з 0 590 
+ ы 
Ацетил-В-метилхолин СНС (О)ОСН(СНз) СН.МСНз)з 18 0 > 
Е С 
Бензоилхолин СеН5С (0) ОСН>СН»М (СНз)з 0 67 
Этилацетат СНзС (0) ОСН; 2 1 
ы Пропилацетат СНзС (О) ОСзН: 9 -3 
_ Бутилацетат СНзС(0)ОСаН» 16 10 
Гексилацетат СНзС(О)ОСвНаз 7 2 
__ Изоамилацетат СН.С(О)ОСНгСНСН(СНз)› 24 27 
3, 3-диметилбутилацетат | СНзС (О) ОСН.СН.С (СНз)з 60 35 
_2-хлорэтилацетат СНС (О)ОСН2СН$С! 37 10 
ы риацетин [СНзС (О) }з-глицерил 42 14 


_ Было установлено, что обе холинэстеразы легко гидролизуют ее 
некоторые ароматические эфиры, такие, как фенилацетат и. 


а 








паи 


ия а ть: МеЖАВАКАМЮУ- 


п-нитрофенилацетат. Несколько труднее осуществляется фер* 
ментативное расщепление триглицеридов, причем истинная хо- 
линэстраза легче других разрушает триацетин, а ложная — 
трибутирин. 

Заслуживает внимания то обстоятельство, что холинэсте- 
раза обладает выраженной стереоспецифичностью. Еще в 
1938 г. Глик (@1сК) показал, что ферментативному расщепле- 
нию подвергается только правовращающий изомер ацетил-8-ме- 
тилхолина. Хоскин и Трик (НозЮп, Тиск, 1955) подтвердили 
эти данные. Недавно Хоскин (Нозкш, 1963) показал, что Г--изо- 
мер ацетил-8-метилхолина тормозит активность как ложной, 
так и истинной холинэстеразы. 

Аммон и Мейер (Аттоп, Меуег, 1959) исследовали стерео- 
специфичность истинной и ложной холинэстеразы путем изуче- 
ния их действия на О- и Г.-изомеры холинового эфира миндаль- 
ной кислоты. На значительном числе препаратов. фермента бы- 
ло убедительно показано, что ложная холинэстераза быстрее 
гидролизует Г-изомер, а истинная — О-изомер. 

В табл. 6 представлены некоторые данные об относительной 


скорости гидролиза различных субстратов холинэстеразой раз- 
ного происхождения. 


КАТАЛИТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ 


Холинэстераза принадлежит к числу чрезвычайно активных 
ферментов. Как известно, мерой каталитической эффективности 
фермента является так называемое «число оборотов» или, точ- 
нее, «молекулярная активность», т. е. величина, показывающая, 
сколько молекул субстрата способна переработать одна мо- 
лекула фермента в единицу времени. Для истинной холинэсте- 
разы эта величина впервые была определена Ротенбергом и 
Нахманзоном (КоепЬеог, Маснтапзорп, 1947). Авторы выде- 
лили фермент из электрической ткани и очистили его фракцио- 
нированным осаждением сернокислым аммонием. Аналитиче- 
скими определениями с помощью ультрацентрифуги и электро- 
фореза было установлено, что в полученном растворе содер- 
жится один-единственный белковый компонент. | мг этого бел- 
ка был в состоянии в течение часа расщепить 75 г ацетилхо- 
лина. Молекулярный вес данного препарата фермента был ра- 
вен 3.105. Рассчитанная для этой величины молекулярная ак- 
тивность холинэстеразы составляла 3. 107, т. е. 30 млн. в ми- 
нуту. 
Это исключительно высокое значение было получено на ос- 
новании предположения, что каждая молекула фермента со- 
держит только один активный центр. На самом деле в молеку- 
ле холинэстеразы может содержаться 30—50 активных центров. 
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В самое последнее время было показано (р а\ ег, 1963), что хо- 
линэстераза электрического органа в растворе представляет со- 
бой полимер с молекулярным -весом более 30 млн. Мономер 
белка холинэстеразы имеет молекулярный вес около 330 000. 
В дальнейших исследованиях определение числа оборотов про- 
изводилось в расчете не на молекулу ферментного белка, а на 
один активный центр, т. е., по существу, определялась «актив- 
ность каталитического центра» (АКЦ). В соответствии с реко- 
мендацией комиссии по ферментам (Классификация и номен- 
клатура ферментов, 1962), мы будем пользоваться термином 
АКЦ вместо устаревшего и недостаточно точного названия 
«число оборотов». Естественно, что для ферментов, которые 
содержат несколько активных центров в молекуле, значение 
АКЦ будет ниже величины молекулярной активности, так как 
оно показывает, сколько молекул субстрата превращается в од- 
ну минуту одним каталитическим центром, а не целой молеку- 
лой фермента. 

Мичел и Кроп (Мисве|, Кгор, 1951) при исследовании ана- 
логичного препарата холинэстеразы использовали необрати- 
мый ингибитор — диизопропилфторфосфат, о котором известно, 
что он избирательно фосфорилирует активные центры фер- 
мента. Они обрабатывали препарат холинэстеразы радиоактив- 
ным диизопропилфторфосфатом, затем осаждали белок, тща- 
тельно отмывали осадок от непрореагировавшего ингибитора и 
по радиоактивности осадка судили о числе активных центров. 
Вычисленная таким способом АКЦ. составляла 7,2 . 105. Приме- 
ненный этими авторами метод определения таит`в себе воз- 
можность серьезной ошибки, зависящей от того, что диизопро- 
пилфторфосфат как мощный фосфорилирующий агент может 
фосфорилировать не только холинэстеразу, но и другие белки, 
а также другие группы, помимо активных центров, в белке хо- 
линэстеразы. В данном исследовании эта возможность была в 
известной мере предотвращена тем, что авторы определили фос- 
форилирование в присутствии ацетилхолина, который защищает 
активные центры фермента от действия ингибитора. Оказалось, 
что в этих условиях радиоактивность белкового осадка была 
очень небольшой. 

Коэн и Варринга (СоНеп, \Магиира, 19536) модифицировали 
этот метод и, работая с холинэстеразой эритроцитов, использо- 
вали бутирилхолин в качестве вещества, защищающего актив- 
ные центры от фосфорилирования. Они обрабатывали препарат 
фермента бутирилхолином и немеченым диизопропилфторфос- 
фатом, затем освобождали белок от избытка ингибитора и от 
бутирилхолина с помощью диализа и воздействовали радиоак- 
тивным диизопропилфторфосфатом. При этом они полагали, что 
даже если другие группировки будут фосфорилироваться, то 
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постит. 


С м только : 
радиоактивный фосфор сита З. ТВ актив: 
ными центрами. Найденная ими : - . 

С помощью еще более усовершенствованного етода, осно- 
ванного на предварительном угнетении фермента специфиче- 
ским ингибитором — диэтоксифосфорилтиохолином, с последую- 
щей реактивацией пиридинальдоксимом а угнетением 
радиоактивным тетраэтилпирофосфатом, было в что 
холинэстераза из электрического органа имеет АКЦ 6. 10— 
10. 105 (Гозег, 1961). : 

Вильсон и Харрисон (\50п, Нагг!зоп, 1961) предложили 
новый метод определения АКИ, основанный на применении ди- 
метилкарбамилфторида. Это вещество, известное как ингибн- 
тор холинэстеразы, оказалось также очень слабым субстратом 
ее действия. Его реакция с ферментом протекала настолько 
медленно, что можно было надежно определить константы ско- 
ростей отдельных этапов процесса и на основании кинетических 
данных определить АКЦ. Для холинэстеразы из электрического 
органа она оказалась равной 7,4. 105. 

И. Л. Брик и В. А. Яковлев (1962а, 6) применили для титро- 
вания активных центров холинэстеразы специфический ингиби- 
тор Гд-42, представляющий собой метилсульфометилат О-этил- 
-5-В-меркаптоэтилового эфира метилфосфиновой кислоты. Они 
исследовали холинэстеразу мозга различных животных и для 
разных видов получили совпадающие значения АКЦ. Так, для 
фермента мозга белых мышей и лягушек эта величина состав- 
ляла около 1-105, а для холинэстеразы головы мясных мух — 
0,8 - 105. 

Несколько более низкие значения, полученные этими авто- 
рами, могли зависеть от того, что исследованию подвергался 
неочищенный гомогенат мозга и, следовательно, могла иметь 
место некоторая потеря ингибитора в результате фосфорили- 
вания других белков. - 

Из приведенных данных видно, что разные авторы, поль- 
зуясь различными методами, получили близко совпадающие ве- 
личины АКЦ для истинной холинэстеразы. В большинстве слу- 
чаев она составляла 7 + 105 — 9. 105. Это значит, что один актив- 
ный центр фермента в одну минуту обеспечивает гидролиз око- 
ло миллиона молекул ацетилхолина. Из этой величины легко 
подсчитать, что гидролиз одной молекулы ацетилхолина проте- 
кает за 60—90 ц секунд, т. е. с очень большой скоростью, вполне 
соизмеримой со скоростями передачи нервных импульсов в си- 
напсах. 

Ложная холинэстераза характеризуется несколько меньшей 
каталитической эффективностью. По данным разных авторов, 
АКИ холинэстеразы лошадиной сыворотки составляет 5. 10*— 


9. 10* (Еаззоп, З4едтап 1936; Сопеп её а|., 1955а, 6; Лапз2, Со- 
Веп, 1962). 
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СТРОЕНИЕ АКТИВНОЙ ПОВЕРХНОСТИ 
ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ И МЕХАНИЗМ ГИДРОЛИЗА 
АЦЕТИЛХОЛИНА 


Осуществление столь мощного каталитического эффекта, ка- 
кой свойствен холинэстеразе, возможно лишь при условии 
наличия в молекуле этого фермента определенных участков 
(активных центров), обладающих исключительно выраженной 
реакционной способностью по отношению к ацетилхолину. 

Поиски этих участков и попытки выяснения их химической 
природы наталкиваются на многие трудности, главной из кото- 
рых является то обстоятельство, что холинэстераза относится 
к протеинам — простым белкам и, следовательно, не содержит 
в своем составе никаких простетических групп небелкового ха- 
рактера, которые могли бы быть отделены от белка и исследо- 
ваны в чистом виде. При гидролизе белка холинэстеразы, как 
кислотном, так и ферментативном (под действием протеолити- 
ческих ферментов), были выделены только аминокислоты и ниЗ- 
комолекулярные пептиды (Сопеп ей. а!., 1955). Известно так- 
же, что холинэстераза не относится к так называемым сульф- 
гидрильным ферментам, т. е. ее активность не зависит от нали- 
чия свободных ЗН-групп и в состав ее активного центра не вхо- 
дят металлы (Моиштщег, \/ЫШакег, 1953; \/10п, Са Ь, 1954; 
Нагогеауез, 1955). 

С другой стороны, по мере постепенного разрушения холин- 
эстеразы ее ферментативная активность снижается (Веготапп, 
Зера|, 1955). Это значит, что каталитический эффект холин- 
эстеразы, ее специфическая реакционная способность по отно- 
шению к ацетилхолину зависит от всего комплекса структурных 
особенностей сложной белковой молекулы и, следовательно, 
расшифрование химической природы активной поверхности 
холинэстеразы возможно лишь при изучении целого, нераз- 
рушенного фермента, т. е. почти исключительно непрямым 
путем. . 

Специфическим субстратом холинэстеразы является ацетил- 
холин, который под действием фермента гидролизуется с обра- 
зованием холина и уксусной кислоты: 


‚ УСН 
СНУ --ОЕСНУЕСН, -№-СНЬ 
Ь сн, 


В то же время известно, что холинэстераза способна, хотя и 

с меньшей скоростью, катализировать гидролиз других слож- 

_ ных эфиров, а многие так называемые неспецифические эсте- 
разы разрушают ацетилхолин, 
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ДВОЙСТВЕННАЯ ПРИРОДА АКТИВНОЙ ПОВЕРХНОСТИ 
ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


При рассмотрении структуры ацетилхолина нетрудно заме- 
тить два характерных участка в его молекуле, две. атомные 
группировки, которые определяют его важнеишие свойства. Это 
положительно заряженный атом азота с тремя метильными 
группами: 

, /СН 
—месн» 
сн, 


так называемая катионная головка и сложноэфирная группа: 


[е) 
| 
Ее 





Логично предположить, что и на активной поверхности хо- 
линэстеразы должны существовать два участка, соответствую- 
щих этим группировкам и расположенных на таком же расстоя- 
нии друг от друга, как и названные группы в молекуле ацетил- 
холина. Существование таких участков на активной поверхно- 
сти фермента было показано экспериментально. Они получили 
названия «анионный центр» (соответствующий катионной го- 
ловке ацетилхолина) и «эстеразный центр» (соответствующий 
сложноэфирной группе ацетилхолина). 

О наличии анионного центра, т. е. отрицательно заряжен- 
ной области, которая электростатически притягивает к себе по- 
ложительно заряженную катионную головку субстрата, свиде- 
тельствуют опыты, в которых изучалось влияние рН на способ- 
| ность некоторых ингибиторов тормозить активность фермента и 
у на способность холинэстеразы гидролизовать различные суб- 

страты (\/15оп, Веготапи, 1950а, 6; \/Изоп, 1952). 

Среди обратимых ингибиторов холинэстеразы широко из- 
вестны два вещества: эзерин (физостигмин) и прозерин (про- 
стигмин), которые обладают сравнимой эффективностью и 
имеют некоторые черты сходства в химическом строении. Их 
структура и свойства более подробно будут описаны ниже. 
Главное различие между ними, интересующее нас сейчас, со- 
стоит в том, что прозерин является четвертичным аммониевым 
соединением, а эзерин представляет собой третичный амин. Из 
этого следует, что прозерин при всех значениях РН находится 
в ионной форме — в виде положительно заряженного катиона, 
тогда как количество ионной формы эзерина существенно ме- 
няется при изменении рН. Степень ионизации эзерина при дан- 
т а константой его диссоциации (рК), кото- 

р вачит, что при рН = 8,1 он ионизирован на- 


и сдвиге реакции среды в 


р 


} 
| 
| 
] 

} 


половину; при уменьшении РН, т.е. пр 
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кислую сторону, его ионизация возрастает, и практически мож- 
но считать, что при РН = 6,0 весь эзерин находится в ионной 
форме; при увеличении РН количество ионной формы, наоборот, 
уменьшается и при рН выше 10 почти полностью исчезает. 
В полном соответствии с этими свойствами обоих соединений 
оказалось, что рН среды совершенно не влияет на ингибитор- 
ную способность прозерина, тогда как у эзерина с увеличением 
рН тормозящее действие резко снижается. Из этого следует, 
что для подавления холинэстеразы ингибиторы данного типа 
обязательно должны находиться в ионной форме, т. е. распо- 
лагать свободным положительным зарядом, что легче всего объ- 
яснить существованием на поверхности фермента соответствую- 
щего отрицательного заряда. 

Совершенно аналогичные результаты были получены при 
изучении влияния рН на гидролизуемость различных субстратов. 
В качестве объектов исследования были выбраны ацетилхолин 
и его третичный аналог — диметиламиноэтилацетат; 


СН: 
сн.—с—о—сн,—сн,—№ 
| СН; 
[ 


Между этими веществами существуют различия, очень на- 
поминающие те, которые были только что описаны для прозе- 
рина и эзерина. Ацетилхолин является четвертичным соедине- 
нием и полностью ионизирован при любом значении рН; диметил- 





РН выше 8,3 — главным 
образом в виде незаря- 
женной молекулы. При 
изучении влияния рН на О ь Е : ы 
расщепление этих суб- Рис. 6. Влияние рН на скорость гидролиза 
стратов холинэстеразой диметиламиноэтилацетата  (Масвтапзовп, 
необходимо было учиты- 1959). 

вать, что и гидролиз аце- 

тилхолина зависит от кислотности среды, что связано с изме- 
нением свойств эстеразного центра (см. ниже). Поэтому на 
рис. 6, где представлены результаты этих опытов, скорость 
гидролиза диметиламиноэтилацетата выражена не в абсолют- 
ных единицах, а в относительных, в виде % к скорости раз- 
ложения ацетилхолина при каждом данном рН, Из рисунка 


= 
> 


аминоэтилацетат — тре- 
тичный амин с констан- 9 
той диссоциации (РК), и 
равной приблизительно Я 
8,3. Следовательно, при 5 
РН ниже 8,3 он суще- З=Я 
ствует преимущественно 35а 
Я 53 

в катионной форме, а при 53 

=] 

= 

8 
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видно, Что диметиламиноэтилацетат разрушается С большой 
скоростью при рН ниже 8, т. е. тогда, когда он находится пре. 
имущественно в виде положительно заряженного иона, а при 
увеличении РН от 8 до 9 скорость гидролиза быстро и резкосни. 
жается, что строго коррелирует с уменьшением количества ион. 
ной формы субстрата. И этот факт однозначно указывает на 
наличие в холинэстеразе отрицательно заряженного участка, 
который притягивает к себе катионную головку субстрата и тем 
самым способствует образованию фермент-субстратного ком- 
плекса. 

При более внимательном рассмотрении результатов этих ис: 
следований видно, что даже в полностью неионизированном ви- 
де диметиламиноэтилацетат сохраняет некоторую достаточно 
выраженную способность гидролизоваться холинэстеразой (ем, 
рис. 6). Точно так же и тормозящее действие эзерина при высо- 
ких значениях рН не исчезает полностью. Значит, названные 
субстрат и ингибитор обладают способностью реагировать не 
только с анионным, но и с эстеразным центром фермента. Это 
обстоятельство вносит некоторые трудности в интерпретацию 
данных, полученных на основе изучения влияния РН, так как из- 
вестно (см. ниже), что изменения рН оказывают существенное 
воздействие и на функцию эстеразного центра. Кроме того, не- 
обходимо помнить, что в изложенных выше работах сделано 

Таблица 7 Молчаливое допущение, что 
структура анионного центра 


Торможение холинэстеразы Н 
производными аммония не меняется с изменением ри, 
(\УПзоп, 1952) а это, по-видимому, далеко не 


——. = ——  Аеа обответствуетедействя 


Молярная концентра- 
Ингибитор НЫ тельности. 





50%-ное торможение В анионном центре, поми- 

Е мо электростатических СИЛ, 
+ обеспечивающих притяжение 
СНзМН; 0,7 разноименных зарядов, суще- 

к ственную роль играют неспе- 
а 92 а силы  ван-дер- 
(СН) МН 0,015 Ваальса, которые действуют 
+ ° на очень коротком расстоянии 

(СН»), м 0,018 и значение которых проявляет- 


ся только в том случае, если 
в образовании обусловленных ими связей участвует большое 
число атомов. При взаимодействии катионной головки ацетил- 
холина с анионным центром холинэстеразы возникновение доста- 
точного-количества таких связей обусловлено наличием метиль- 
ных групп. Это было убедительно показано Вильсоном (\\/Изоп, 
1952), который исследовал тормозящее действие на холинэсте- 
разу производных аммония, содержащих различное число ме- 
тильных групп. Результаты этих опытов представлены в табл. 7, 
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поете ЗА В 
притуру, которая 04 
10 головки аще 





Сходные данные были получены для производных оксиэтил- 
аммония (аналогов холина). 

Из таблицы видно, что введение каждой дополнительной 
группы в молекулу ингибитора такого типа повышает срод- 
ство соединения к ферменту до тех пор, пока число метильных 
групи не достигает трех. Введение четвертой метильной группы 
уже не оказывает влияния. Легко убедиться в том, что все че- 
тыре соединения, перечисленные в таблице, не отличаются друг 
от друга по заряду, и следовательно, разница в тормозящей ак- 
тивности может зависеть только от того, что метильные группы 
образуют с соответствующими участками фермента дополни- 
тельные связи за счет сил ван-дер-Ваальса. Как уже отмечалось, 
эти силы действуют лишь на близком расстоянии, и поэтому 
можно думать, что расположение атомных групп вокруг отри- 
цательного заряда в анионном центре обеспечивает такую 
структуру, которая очень точно соответствует строению катион- 
ной головки ацетилхолина, или другими словами: катионная го- 
ловка служит как бы «молекулярным дополнением» к анион- 
ному центру. Из таблицы также видно, что это соответствие 
полностью обеспечивается тремя связанными с азотом метиль- 
ными группами; увеличение числа метильных групп до четырех 
не приводит к созданию дополнительных связей. О том, что та- 
кая структура (три метильные группы, расположенные вокруг 
одного атома) играет существенную роль во взаимодействии 
с холинэстеразой, говорит и уже упоминавшийся ‘выше факт: 
выраженная способность фермента гидролизовать 3, 3-диметил- 
бутилацетат, который можно рассматривать как углеродный 
аналог ацетилхолина, лишенный характерного для ацетилхо- 
лина положительного заряда. 

Приведенные выше данные могут служить достаточным ос- 
нованием для того, чтобы признать существование в холинэсте- 
разе анионного центра, который играет ориентирующую роль: 
способствует сближению субстрата с ферментом и обеспечивает 
нужную ориентацию молекулы субстрата на активной поверх- 
ности фермента. 

На определенном расстоянии от анионного центра должен 
существовать другой, эстеразный центр, который взаимодей- 
ствует со сложноэфирной связью и обусловливает ее разрыв 
в ходе гидролиза. Об этом свидетельствует прежде всего спо- 
собность холинэстеразы гидролизовать такие сложные эфиры, 
которые совершенно лишены катионной головки и, следователь- 
но, не могут реагировать < анионным центром. Еще более убе- 
дительные данные, свидетельствующие не только о существова- 
нии эстеразного центра, но и проливающие некоторый свет на 
его свойства, были получены при изучении действия фосфор- 
органических ингибиторов на холинэстеразу. Многие из этих 
соединений вообще не способны к ионизации, и так как они 
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лишены катионной структуры и, РЕ не Могут реаги, 
ровать с анионным центром, то их удивительную способност, 
подавлять активность холинэстеразы в ничтожных концентра. 
циях можно объяснить только их избирательным действием на 
эстеразный центр. Инактивирующая эффективность некоторых 
из этих веществ, например тетраэтилпирофосфата, зависит от 
РН и имеет четко выраженный оптимум при рН = 8 (\/15от, 
Веготапп, 1950). Так как изменение кислотности не может по- 
влиять на строение тетраэтилпирофосфата, то находимые разли- 
чия в степени торможения при различном рН следует объяснить 
действием рН на эстеразный центр. Исходя из этих данных, а 
также из того, что и гидролиз ацетилхолина холинэстеразой 
характеризуется рН-оптимумом в области 7,5—9,0, Вильсон и 
Бергман высказали предположение, что эстеразный центр пред- 
ставляет собой комбинацию двух групп: кислотной и основной, 
диссоциация которых с изменением рН изменяется во взаимно 
противоположном направлении. Если эту комбинацию групп 
обозначить Е, То активному эстеразному центру (в оптимальной 
области РН) может быть приписано строение ЕН, причем мо- 
жно считать, что в этих условиях его электрический заряд ра- 
вен нулю. При сдвиге рН в кислую сторону он приобретает про-. 
тон и превращается в Неактивную форму ЕН2; при сдвиге РН 
в щелочную сторону от оптимума он, наоборот, теряет протон 
и тоже превращается в неактивную форму, но имеющую другое 
строение: Е`. Схематически эти превращения, связанные с из- 


менением диссоциации кислотной и основной групп, могут быть 
представлены в следующем виде: 


н+4- он- 

че зя 
В БН Ре, ЕН. 
НЕАКТИВНЫЙ АКТИВНЫЙ НЕАКТИВНЫЙ 








Формы ЕН2 и Е-— либо совсем не образуют комплексов © 
субстратом, либо эти комплексы являются неактивными. Эти 
представления в дальнейшем были развиты и дополнены мно- 
гими исследователями. Были разработаны математические и 
экспериментальные методы, позволившие определить величины 
РК кислотной и основной групп эстеразного центра, т. е. коли- 
чественно охарактеризовать их способность к ионизации. Най- 
денные величины оказались близкими для ложной и истинной 
холинэстеразы разного происхождения и составляли для рК 
основной группы 6,2—6,7, а для рК кислотной группы 9,3—10,3 
(\/Изоп, Вегетапи, 1950а; Назе, 1959; диИтеипа, 1955; Ра ег, 
1955; Вегетапи е# а|., 1956). 

а основании современных теорий щелочного катализа гид 
ролиза сложных эфиров можно считать, что функция эстераз- 
ного центра состоит во взаимодействии основной (нуклеофиль- 
36 




















ной) группы с карбонильным углеродом сложноэфирной связи 
в молекуле субстрата: 
= 0 
| 
[6] 


Возможность такого взаимодействия обеспечивается тем, 
что связь между углеродом и кислородом в карбонильной груп 
пе (С=О) поляризована, т. е. ‚заряды между этими атомами 
распределены неравномерно; электроны смещены в сторону 
кислорода, благодаря чему атом кислорода приобретает неко- 
торый отрицательный заряд, а атом углерода — некоторый по- 
ложительный заряд, т. е. становится электрофильным: 

сё" - 08 

Значение электрофильности углерода для его реакции с эс“ 
теразным центром холинэстеразы было очень убедительно про- 
демонстрировано в опытах Бергмана и др. (Веготапи её а/., 
1950), исследовавших тормозящее действие на холинэстеразу 
различных производных никотиновой кислоты: 


Были выбраны такие заместители при карбонильной группе, 
которые существенно меняли электрофильность углеродного ато- 
ма. Оказалось, что тормозящее действие и электрофильность 
изменялись совершенно параллельно и повышались в ряду: 


о о о 
| | | 
= О-о — 
о о 
| Й 
О-о. оС. 


Аналогичные данные были получены при использовании суб- 
стратов холинэстеразы, обладающих различной электрофильно- 
стью карбонильного углерода (\!15оп, 1952). 

Все изложенное дает основание в следующем виде схемати- 


чески представить строение активной поверхности холинэсте- 
разы (рис. 7). Из рисунка видно, что комплекс фермента с суб- 
стратом образуется за счет связи основной (нуклеофильной) 
группы эстеразного центра с карбонильным углеродом ацетил- 
холина, с одной стороны, и за счет комбинации электростатиче- 
ских и ван-дер-ваальсовых сил, связывающих анионный цен 

с катионной головкой ацетилхолина, — с другой, Ре 
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Вопрос о том, участвуют ли в образовании этого комплекса 
водородные связи, остается до настоящего времени ‘открытым, 
Вильсон (\1Пзоп, 1952) отрицает участие водородных связей На 
том основании, что холин и триметиламинопропан (у которого 
нет кислорода, способного образовывать такие связи) в одина- 
ковой степени тормозят активность холинэстеразы. Бергман 
(Веготапи, 1958; Веготапи е{ а1., 1958) считает, что при вза. 
имодействии с ферментом ацетилхолина водородная связь обра. 
зуется; именно в этом он видит причину различной способности 


















?ис. 7. Схема строения активной поверхности холин- 
‘стеразы (комплекс холинэстеразы с ацетилхолином). 


холинэстеразы гидролизовать ацетилхолин и ацетилтиохолин, 
у которого эфирный кислород заменен на серу, благодаря чему 
он лишен способности образовывать водородную связь с актив- 
ной поверхностью фермента. По мнению Хейльброн (НейЙЬБгопп, 
1959), истинная холинэстераза образует водородную связь © 
субстратом, а ложная не образует. 

Расстояние между обоими центрами должно быть таким же, 
как между атомом азота и эфирной связью в молекуле ацетил- 
холина. Но измерить это расстояние, используя структуру аце- 
тилхолина, трудно, так как углеродная цепочка этого соедине- 
ния не имеет жесткой структуры и, в зависимости от условий, 
может изгибаться в различных направлениях. Для преодоления 
этой трудности Фрис и Балдридж (Еезз, Ва!агабе, 1956) син- 
тезировали ряд четвертичных аминоэфиров с жестким строе- 
нием. Некоторые из них оказались даже лучшими субстратами 
холинэстеразы, чем ацетилхолин, например эфиры триметил- 
аминоциклопентанола. 

На основании сопоставления гидролизуемости цис- и транс- 
изомеров этих соединений авторы пришли к заключению, что 
расстояние между анионным и эстеразным центрами составляет 
около 2,5 А. 
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ГИДРОЛИЗ АЦЕТИЛХОЛИНА 


Образование фермент-субстратного комплекса является пер- 
вым этапом в системе реакций, обеспечивающих гидролиз аце- 
тилхолина холинэстеразой. Затем этот комплекс распадается 


с образованием продуктов гидролиза; 
БН- $ => ЕН$ —> продукты гидролиза. 


В этой схеме ЕН обозначает фермент, $ — субстрат, а 
ЕН$ — активный, способный к распаду комплекс. Известно, что 
истинная холинэстераза тормозится избытком субстрата. Схе- 
матически можно представить себе это таким образом: в усло- 
виях избытка ацетилхолина комплекс ЕН$ вместо того, чтобы 
распасться, присоединяет к себе еше одну молекулу субстрата 
И превращается из активного в неактивный: 


ЕН$-2 $ «—> ЕН$» (неактивный комплекс). 


Существуют данные (@гесоте её а1,, 1956), согласно кото- 
рым комплекс ЕН$› не полностью лишен активности, а лишь 
в 10 раз менее активен, чем нормальный комплекс ЕН$. 

Вопрос о механизме тормозящего действия избытка ацетил- 
холина неоднократно был предметом обсуждения в литературе. 
По мнению Бергмана (Веготапп, 1955), который считает, что 


а 6 


| 7 * ПА >; © РА 
Пе — 


Рис. 8. Схема комплекса холинэстеразы с субстратом. 


а — обычный комплекс фермент — субстрат; б—комплекс фермент 
— субстрат п 
субстрата. ет ри избытке 


истинная холинэстераза в отличие от ложной содержит не один 

а два анионных центра, в случае наличия избытка субстрата 

с каждым анионным центром может соединиться одна молекула 
ацетилхолина, благодаря чему подход субстрата к эстеразном 

` центру будет затруднен. Другие исследователи (Рамез ОтеЫ 

1959) полагают, что причиной образования неактивного ком 
‚ плекса является своеобразная ориентация субстрата на по 

ности фермента, отличающаяся от той, которая имеет м 

когда избытка субстрата нет (рис, 8). Крупка и Лейдлер КК, 

р Ю 
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Та!Чег. 19616) на основании тщательно проведенных кинетиць. 
а исследований убедительно показали, что механизм инак. 


тивации холинэстеразы избытком субстрата состоит в приео. | 


единении второй молекулы ацетилхолина о с 
ацилированному А В и чег у ро: 
ания (см. ниже). 
левые некоторых свойств комплекса фермент — суб. 
страт позволяет оценить очень важную величину, характеризую- 
щую каталитическую активность, а именно степень’ сродства 
фермента к субстрату. Эта величина определяется так назы- 
ваемой константой сродства (Кс), которая численно равна 
единице, деленной на константу диссоциации (Кд) комплекса 
фермент — субстрат: 
Кс = 1/Кд. 


Иными словами, чем меньше величина Кд, тем выше срод- 
ство фермента к субстрату. Грегуар и др. (тевоте еЁ а|., 
1955а,6) определили константы диссоциации (Кд) комплексов 
истинной и ложной холинэстеразы с некоторыми субстратами 
в Различных условиях. В экспериментальных условиях авторов 
(25°, РН = 7,5) Кд для комплекса холинэстеразы сыворотки с аце* 
тилхолином была равна 1,47. 10-3. 


‚ а для комплекса того же 
фермента с бензоилхолином — 4,5 . 10-5. Комплекс холинэстераза 
эритроцитов — ацетилхолиг 


т характеризовался Кд, равной 6. 105. 
Из этих данных вытекает, что истинная холинэстераза обла- 
дает большим сродством к ацетилхолину, чем ложная. В то же 
время ложная холинэстераза обладает к бензоилхолину ббль- 
шим сродством, чем к ацетилхолину. В цитированной работе 
была выявлена одна важная особенность. Оказалось, что при уве- 
личении концентрации солей, в частности хлористого калия, в 
среде величина Кд для комплекса холинэстераза — ацетил- 


холин увеличивалась как для ложной, так и для истинной хо- 
линэстеразы. Это значит, что хло 


ство холинэстеразы к субстрату. 

Распад комплекса фермент — 
дуктов реакции происходит не ср 
На первом этапе ацетильный ост 


к ферменту, замещая содержащ 
холина, с кото 


свободного холина: 


ристый калий уменьшает срод- 


|} 
а. вос 


СН: 


ФЕРМЕНТ АЦЕТИЛХОЛИН АЦЕТИЛИРОВАННЫЙ 


холин 
ФЕРМЕНТ 


Дик 
АВА 16. 


Тени бу 
ТИНЫ В 









Образовавшийся ацетилированный фермент нестоек и быс* 
тро подвергается спонтанному гидролизу, в результате чего 
образуется уксусная кислота и исходный фермент: 


(©) [е) 
| | 
РС Н0 ЕН 

о | | 
ак у СН; СНз 
ню Нан, 
© авы Очень важно подчеркнуть, что ацетилированный (или в 00+ 
т лее общем виде — ацилированный) фермент является обяза* 


тельным промежуточным продуктом, образующимся при гидро- 
лизе ацетилхолина (и других сложных эфиров). 
































те ро д. а 
пе Ча, ЭСТЕРАЗНЫЙ ЦЕНТР 
ЭМПлексо 
стратам До сих пор ‚наши рассуждения ограничивались общими пред- 
х автора ставлениями об активной поверхности холинэстеразы и рассмо- 
} трением функциональной роли отдельных участков молекулы 
тКИ С аще ацетилхолина в осуществлении процесса ферментативного гид- 
того ролиза. Кратко эти рассуждения сводятся к следующему. Ани- 
эстераз; онный центр фермента выполняет ориентирующую функцию: он 
06.10" притягивает к себе катионную головку ацетилхолина и тем са- 
\3а обе мым способствует ориентации молекулы субстрата на активной 
Во поверхности фермента. Собственно гидролизующую функцию 
ину бол выполняет эстеразный центр путем взаимодеиствия основной 
ой раб (нуклеофильной) группы этого центра с имеющим некоторый 
пи избыток положительного заряда (электрофильным) атомом 
т углерода карбо чильной группы субстрата. 


Анионный центр свойствен только холинэстеразе, что же 
касается эстеразного центра, то он имеется у всех эстераз ий 
лишь незначительно отличается по своим свойствам у разных 
ферментов. Это обстоятельство позволяет при изучении хими- 
ческого строения эстеразного центра пользоваться данными, по- 
лученными не только на холинэстеразе, но и на многих других 
эстеразах, а также на некоторых протеазах (трипсин, химо- 
трипсин, тромбин), которые, как оказалось, тоже обладают 
эстеразным действием. 

На этих данных следует остановиться несколько подробнее. 
Эстеразное действие трипсина и химотрипсина было открыто 
Нейратом и его сотрудниками (ЗсНуегЬ, Меига@ её а|., 1948; 
Кацйпап, Меига®, Эсбумегь, 1949). Оба фермента выраженно 
катализировали гидролиз эфиров аминокислот — например, эти- 
лового эфира бензоилтирозина и этилового эфира ацетилтиро- 
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зина. Гидролиз этих эфиров под действием хи 
текал даже быстрее, чем расщепление специф 
ного субстрата химотрипсина — глицил-Г.-тироз 
высказали предположение, что эстеразное и 
ствие этих ферментов осуществляется за счет 
активных центров. В дальнейшем это было по 
изучении влияния изотопов на эстеразную ип 
ность трипсина. Оказалось, что при добавлении к раствору 
трипсина тяжелой воды (Р5О) обе активности подавлялись в 
равной мере (Мазоп, @Ртоп, 1961). При более углубленном 
исследовании этого вопроса путем изучения кинетики инакти- 
вации трипсина под действием рентгеновского и ультрафиоле- 
тового облучения было установлено, что собственно. гидролиз 
сложноэфирной и пептидной связи обеспечивается одним и тем 
же центром, тогда как группировки, участвующие в связыва: 


нии фермента с субстратами обоих типов, могут быть различ- 
ными (АиоепзНпе, 1959) 


Постепенно стали 


мотрипсина про. 
ического пептид. 
инамида. Авторы 
амидазное дей. 
одних и тех же 
дтверждено при 
ротеазную актив- 


накапливаться данные. 
щие о том, что способность расщеплять эфи 
свойственна многим протеолитически 
зано наличие эстеразной 


свидетельствую- 
ры аминокислот 
м ферментам. Было пока- 


активности у папаина (МсБопа!А, 
Ваз, 1957), тромбина (МШег, уап УипаК!з, 1956), протромби- 


на (Зеерегз, ГапдаЪиги, 1957) `и пептидазы (5Врр!еу, ВшЮеу, 
1958). Гидролитическая активность пептидазы почек по отно- 
шению к сложным эфирам была на | порядок ниже, чем по 
отношению к амидам.. В последнее время было показано, что 
эстеразной активностью обладает и дегидрогеназа трифосфо- 
глицеральдегида (РагК её а1., 1961). Трижды перекристаллизо- 
ванный фермент, обработанный активированным углем для 
Удаления связанного с белком дифосфопиридинуклеотида, вы- 
раженно катализировал гидролиз п-нитрофенилацетата. В сопо- 
ставимых условиях химотрипсин гидролизовал этот субстрат в 
5 раз медленнее. Эстеразная активность дегидрогеназы трифос- 
фоглицеральдегида подавлялась фосфорорганическими ингиби- 
торами эстераз и сульфгидрильными реагентами. Выраженными 

эстеразными свойствами обладает также кристаллический аль- 

бумин из сыворотки крови различных животных (Саз!4а, Аири- 

$18501, 1959; Тоуе, 1962). Он способен гидролизовать многие 

эфиры В-нафтола и жирных кислот с разной длиной цепи. В от- 

личие от других эстераз его ферментативная активность ока- 

залось устойчивой к действию фосфорорганических ингиби- 

торов. 

Многие из перечисленных выше ферментов были использо- 
ваны для изучения структуры эстеразного центра. Чаще всего 
это было обусловлено тем, что некоторые из них, например 
трипсин и химотрипсин, в отличие от холинэстеразы и других 
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эстераз могут быть получены в кристаллическом виде, т. е. В 
эстераз } 


гаЛЬьных ХиМми‘ ких е < ески ли- 
форме индивидуальных химических веществ, практич К 


итенных каких бы то ни было примесей. 


УЧАСТИЕ ИМИДАЗОЛА В ЭСТЕРАЗНОМ ЦЕНТРЕ 


Теоретические соображения о химической природе эстераз- 
ного центра могут быть высказаны, исходя из данных о влия- 
нии РН на активность эстераз. Сопоставление результатов от- 
дельных экспериментальных исследований, выполненных на 
эстеразах разного происхождения с использованием различных 
субстратов, показывает, что кривые зависимости активности 
фермента от рН чрезвычайно сходны В кислой части и значи- 
тельно менее однородны в щелочной. При увеличении рН от 
50 до 7.0—7,5 активность 
фермента во всех случаях 
резко возрастает, доходя до 
максимума, который, как 
правило, лежит между 
7,5—8,5. Дальнейшее повы- 
шение рН может иметь раз- 
личные последствия: В Од- 
них случаях скорость ги- 
дролиза субстрата более или 
менее круто снижается, в 
других она не меняется и 
кривая принимает направ- 1 
ление, параллельное оси 
абсцисс а 9). : : - - - — 

Уже отмечалось, что Рис. 9. Зависимость активности холин- 
Вильсон И Бергманн (ММ о по ЕЕ к различным 
зоп, Веготапи, 1950а) пред- а Е ради 1958.) Е 
ложили рассматривать две 1— пропилфторацетат; 2— пропилхлорацетат; 
ветви кривых зависимости 3 — ацетилхолин; 4 — ацетилтиохолин, - 
активности фермента отрН 
как кривые титрования двух активных групп. Тогда восходя- 
щая- ветвь должна соответствовать группе с рК = 5,8—7,0, а 
вторая (нисходящая) ветвь — группе с рК=8,5—9,5. Совершенно 
очевидно, что если восходящие ветви кривых, полученных в раз- 
ных условиях, хорошо совпадают друг с другом, то первая груп- 
па (с рК = 5,8—7,0) является общей для всех эстераз и не зави- 
сит от примененного субстрата. Вторая группа менее характер- 
на и, по-видимому, не определяет основных свойств фермента. 

В белках очень мало групп, имеющих рК = 5,8—7,0. К их чи- 
слу относится имидазольное ядро, входящее в состав амино- 
кислоты гистидина. Свободный имидазол имеет рК‚ = 6,9 (КиБу, 


4 


= 
5 
© 


со 
= 


> 
=> 


я 
=) 


2 


Относительная скорость гидролиза (%) 


ы 2 














Меиегоег, 1938), а РК гистидина и его пептидов колеблется 
между 5,6 и 7 (Сова, Едза!, 1943). 
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Поэтому не удивительно, что еще в 1950 г. была высказана 
мысль о возможной роли имидазола в каталитическом действии 
эстеразы (\/50п, Веготапи, 1950а). В 1953 г. Стадтман и Уайт 
(З+а@тап, \ВНе, 1953) показали, что имидазол способен обра- 
зовывать нестойкие ацилпроизводные, подвергающиеся спонтан- 
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ному гидролизу. я реагирова 
частие имидазола в эстеразном катализе можно предста- фе МОТО 
вить себе в виде трех последовательных реакций: Обработка ти 
о- водила к инактиваци 
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На первом этапе происходит нуклеофильная атака азота 
имидазола на углерод карбонильной группы сложного эфира, 
в результате чего образуется промежуточное комплексное со- 
единение, которое на втором этапе распадается с образованием 
ацилированного имидазола и свободного спирта. На третьем 
этапе ацилированный имидазол спонтанно гидролизуется” под 
действием воды, распадаясь на исходный имидазол ‘и свобод- 
ную кислоту. Легко убедиться, что при суммировании этих трех 
реакций получится уравнение гидролиза сложного эфира. 

Существует ряд экспериментальных данных, подтверждаю- 
щих участие имидазола в ферментативном катализе Ее 
сложных эфиров. Многими авторами (Вгшсе, Зепп, и 
Чег, Тигпацезь, 1957а, 19575; Вгоизиег её а|., 1957; Вгшсе, 1959; 
Рапай, Втшсе, 1960) установлено, что имидазол и НЕО 
его производные (гистидин, гистамин и др.) являются моделям! 
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эстеразы, т. ©. сами по себе катализируют гидролиз различных 
сложных эфиров. При этом оказалось, что, заметно ускоряя 
разложение ацетилтиохолина, имидазол совершенно не дей- 
ствует на его тионовый изомер (Веготапп, 1958), который не 
гидролизуется и под действием эстераз. _ 

Маунтер и сотр. (Моищег е{ а|., 1957) показали, что веще- 
ства, связывающие иминогруппы имидазола: диазобензолсуль- 
фоновая кислота, динитрофторбензол, этил-бис-(В-хлорэтил) - 
амин, в относительно низких концентрациях (порядка 10*— 
10-5 М), тормозят активность всех изученных эстераз. По дан- 
ным Вейля и др. (Мей её а1., 1953), а также Яндорфа и др. 
(Запфог! её а|., 1955а, 6), разрушение одного из двух гистиди- 
новых остатков химотрипсина с помощью избирательного фото- 
окисления нарушает ферментативную активность и способность 
фермента реагировать с фосфорорганическими ингибиторами. 
Обработка химотрипсина 9, 4-динитрофторбензолом также при- 
водила к инактивации, причем степень утраты активности была 
пропорциональна объему реакции между динитрофторбензолом 
и одним из двух гистидиновых остатков (НагИеу, 1956; Маззеу, 
НагЧеу, 1956). Необходимо указать, что результаты этих иссле- 
дований следует оценивать с осторожностью, так как применен- 
ные воздействия не являются строго специфичными и при этом 
не могут быть исключены побочные и вторичные эффекты. 

Значительный интерес представляют попытки Бруса и сотр. 
создать на основе имидазола внутримолекулярные модели фер- 
мент-субстратного комплекса. Первоначально для этой цели 
был использован 2- (имидазолил-4”) -фенилацетат (Зспииг, Втшсе, 
1958), но в дальнейшем оказалось (Вгшсе, З+иеуап{, 1958), 
что значительно более удачной моделью может служить п-ни- 
трофенил-“- (4-имидазолил)-бутират (1). 
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Лактамизация 1 протекает по приведенной схеме. При этом 
образуется лактам (Ш) и отщепляется свободный п-нитрофенол 
Соединение 1 под действием воды легко превращается в 1-ими- 
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дазолилмасляную кислоту. Было установлено, что процесс лак. 
тамизации протекает по уравнению реакции первого порядка и 
что при 25°и рН = 7,5 в 50%-ном водном спирте период полу. 
распада { составляет 0,2 сек. Из данных зависимости скорости 
реакции от РН была вычислена константа ионизации имида- 
золильного остатка в Г. Она оказалась такой же, как в химо- 
трипсине (рК = 6,3). Экстраполированная константа скорости 
отщепления п-нитрофенола от Г оказалась равной 3,3 сек-!, т. в, 
точно совпадала с константой скорости отщепления п-нитрофе- 
нола от комплекса химотрипсин-п-нитрофенилацетат. 

О роли имидазола в эстеразном катализе свидетельствует и 
то обстоятельство, что имидазол обладает способностью реаги- 
ровать с фосфорорганическими ингибиторами эстераз. Вагнер- 
Яурегг и Хакли (\/аспег-Таигесо, НасКеу, 1953) предложили 


следующую схему реакции имидазола с диизопропилфторфос- 
фатом: 
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По этой схеме промежуточный продукт — фосфорилирован- 
ный имидазол — является нестойким соединением и легко под- 
вергается гидролизу с отщеплением свободного имидазола и об- 
разованием диизопропоксифосфорной кислоты. 

В качестве одного из доказательств участия имидазола в 
эстеразном катализе приводились также данные разных авторов 
об изменении оптической плотности при 245 ми в ходе фермен- 
тативного гидролиза (@иИтеипа, Зи еуапь, 1956; Гухоп её а|., 
1956; П!хоп, Меига, 1957). Интерес к этой области спектра 
возник потому, что именно при этой длине волны отмечается 
максимум поглощения М-ацетилимидазола. Было установлено, 
что при отщеплении ацетильного остатка от ацетилхимотрипси- 
на поглощение при 245 мы сначала быстро. повышается, а потом 
постепенно снижается. Скорость этого снижения соответство- 
вала скорости деацетилирования фермента. На этом основании 
был сделан вывод, что имидазол принимает непосредственное 
участие в реакции деацетилирования. 

Исследованиями последнего времени (\ооюп, Незз, 1961) 
этот вывод поставлен под сомнение. Было показано, что умень- 
шение оптической плотности при 245 мы может наблюдаться 
при сохранении до 90% ацетилированного химотрипсина. [о- 

видимому, этот процесс связан не с деацетилированием, а с дез- 
агрегацией молекулы фермента, 
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Таковы важнейшие экспериментальные данные, касающиеся 
роли имидазола в ферментативном гидролизе сложных эфиров. 
Необходимо подчеркнуть, что все доказательства в пользу уча- 
стия имидазола являются косвенными и многие из них не безу- 
пречны в методическом отношении. _ 

С другой стороны, существуют ‘прямые данные, говорящие 
против участия имидазола в этом процессе. Так, из ацетилтрий- 
синогена путем пептического гидролиза и последующей хрома“ 
тографии на диэтиламиноэтилцеллюлозе удалось выделить 
фрагмент (полипептид) с молекулярным весом 6650, который 
обладал ясно выраженными каталитическими свойствами в от* 
ношении гидролиза п-нитрофенилацетата и других сложных 
эфиров и вместе с тем практически не содержал гистидина 
(\1з\гапа{Ва, ГЛепег, 1960). На основании этих данных авторы 
пришли к выводу о том, что имидазол вообще не входит в с0* 
став активного центра химотрипсина. 


УЧАСТИЕ СЕРИНА В ЭСТЕРАЗНОМ ЦЕНТРЕ 


Другой путь изучения химического строения активной по- 
верхности эстераз состоит в исследовании продуктов гидролиза 
ферментного белка, угнетенного фосфорорганическими ингиби- 
торами, содержащими радиоактивную метку. Преимущества 
этого пути заключаются в том, что специфический фосфороргаз 


нический ингибитор, например диизопропилфторфосфат, изби-. 
рательно взаимодействует с активной группой фермента, прочно 
присоединяется к ней и вместе с тем не оказывает сколько-ни- 
будь заметного влияния на структуру остальной части белковой 
молекулы. При последующем осторожном гидролизе такого 
белка из него удается выделить пептиды, содержащие радио- 
активную метку. Эти пептиды и можно рассматривать как часть 
активной поверхности фермента. Этот метод был применен мно- 
гими исследователями для изучения различных ферментов, при 
чем были использованы различные фосфорорганические ингибиз 
торы, меченные РЗ? или СМ. Во многих случаях выделенные 
пептиды были подробно анализированы и последовательность 
аминокислот в них была полностью расшифрована. Таким пу- 
тем были изучены трипсин (О1хоп е# а|., 1956, 1958а, 19586; 
Оозфеграап е{ а|., 1956; ЗсПаНег е{ а1., 1958; Зоги еф а1., 1961), 
химотрипсин (Тигфа, @ип1ась, 1955; Ооз{егЬаап е# а1. 1958а, 
19586; ЗНаНег её аГ., 1956, 1957), печеночная эстераза (Запза 
е{ а|., 1959а, 19596), ложная холинэстераза (СоНеп еф а!., 1959; 
Тапз2 е| а|., 1959в), тромбин (С1а4пег, Гав, 1958), бактериаль- 
ная протеаза (Запоег, вау, 1960), эластаза (МаноБ4оп её а|.,_ 
1960), фосфоглюкомутаза (МИз{ет, Запвег, 1961), фосфорилаза 


(Е1зсПег е{ а|., 1959). Некоторые результаты эти Й 
, . х .0 
г а у. исследований: 
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Таблица } 
Строение полипептидов, выделенных из ферментов после обработки 
мечеными фосфорорганическими ингибиторами 





Фермент Строение полипептида 
пп 
а —_—ы—=—=—35—_ 
1 Химотрипсин Гли-асп-сер (РЗ?) -гли-гли-про-лей 
о Трипсин (МН») асп-сер-цис-глу-гли-гли-асп-сер(рз). 
гли-про-вал-цис-сер-гли-лиз 
3 Алиэстераза печени Гли-глу-сер (Р?)-ала-гли-гли-гли-(глу, сер) 
4 Ложная холинэстераза а - ала, 
сер 
5 Тромбин Асп-сер (Р32)-гли 
6 Бактериальная протеаза | Тре-сер (Р?2) -мет-ала 
1 Эластаза Асп-сер (РЗ?) -гли 
8 Фосфоглюкомутаза Тре-ала-сер (РЗ?) -гис-асп 
|1) Фосфорилаза, Лиз-глут(МН2)-изол-сер (Р3?) -вал-арг 


Из таблицы видно, что во всех случаях, где речь шла о 
ферментах, обладающих эстеразной активностью и чувствитель- 
ных к фосфорорганическим ингибиторам, результаты получи- 
лись удивительно совпадающими, что совершенно исключает 
возможность артефактов. 

Радиоактивная метка во всех без исключения случаях была 
связана с гидроксильной группой серина, и последовательность 
аминокислот в выделенных пептидах оказалась чрезвычайно 
сходной: 


р3з2 


= | (и 
гли- -сер- 
глу ала 


Характерной особенностью этой последовательности было 
то, что, с одной стороны, серин всегда был связан с двухоснов- 
ной аминокислотой (в случае трипсина, химотрипсина и других 
протеаз — с аспарагиновой, а в случае печеночной эстеразы или 
ложной холинэстеразы —с глутаминовой), а с другой — алани- 
ном или глицином. Двухосновная кислота в свою очередь была 
соединена с глицином. В некоторых опытах, как показывает 
таблица, удалось расшифровать последовательность аминокис- 
лот в пептидах с относительно длинной молекулой. Так, из хи- 
мотрипсина был выделен гептапептид (№ 1, табл. 8); из пече- 
ночной эстеразы — октапептид (№ 3, табл. 8), в котором уда- 
лось, правда, расшифровать последовательность только шести 
‚аминокислотных остатков; а из трипсина, обработанного диизо- 
пропилфторфосфатом, Диксону и сотрудникам удалось изоли: 
ровать и полностью расшифровать полипептид, содержащий 15 
остатков аминокислот (№ 2, табл. 8). 

Результаты приведенных исследований были истолкованы 
как доказательство того, что активным центром фермента яв- 
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ляется участок белковой молекулы с найденной последователь- 
ностью аминокислот, а непосредственная точка приложения 
фосфорорганических ингибиторов, а также, вероятно, и суб- 
страта действия фермента — это гидроксил серинового остатка. 
В последнее время были получены прямые доказательства того, 
что субстрат действительно ацилирует фермент по гидроксиль- 
ной группе серина. Остербан и др. (ОозфегБаап е{ а1., 1962) 
использовали ацетилхимотрипсин-С!, полученный путем обра- 
ботки химотрипсина п-нитрофенилацетатом-С!4. Осторожный 
гидролиз меченого фермента с помощью пепсина, а затем кота- 
зима позволил выделить несколько пептидов, содержащих ра- 
диоактивную метку, и изучить последовательность аминокислот 
в них. Самым большим из них оказался гептапептид: 


АЗ 
гли-асп-сер-гли-гли-про-лей. 


Сравнение этого полипептида с полипептидом № 1 из табл. 8, 
выделенным той же группой исследователей из химотрипсина, 
обработанного диизопропилфторфосфатом Р?3?, показывает их 
полную идентичность. Этот факт служит вполне убедительным 
доказательством того, что субстрат и ингибитор действительно 
взаимодействуют с одной и той же группой фермента и этой 
группой является гидроксил остатка серина. 

Более детальное исследование строения других выделенных 
пептидов, содержащих ацетилсерин, показало, что в тех пепти- 
дах, где серин является М-концевой аминокислотой, ацетильная 
группа связана не с кислородом гидроксила, а с азотом амино- 
группы серина, а О-ацетильными соединениями оказались толь- 
ко. те пептиды, в которых М-концевой была другая аминокислота 
(ВепоЦоп еЁ а|., 1960). Синтетически полученный О-ацетил- 
трипептид с М-концевым серином (Г) в мягких условиях (рН = 
= 7,8; 37°) спонтанно превращался в М-ацетилтрипептид (Ве- 
поЦоп, Рудоп, 1960). 

Н. сер (ОАс)-гли-гли. ОН —> Ас. сер (ОН)-гли-гли . ОН. 
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Интересно отметить, что ни в одном из полипептидов, вы- 
деленных из ферментных белков после обработки мечеными 
субстратами или ингибиторами, не содержалось гистидина, 
Даже в полипептиде, состоящем из 55 остатков аминокислот 
(ПР1хоп е{ а|., 1958а), гистидин не был обнаружен. 

Для признания центральной роли серина в осуществлении 
эстеразного катализа необходимо было сделать некоторые до- 
пущения. Известно, что свободный серин является сравнительно 
инертным соединением. Он не катализирует гидролиз сложных 
эфиров и практически лишен способности взаимодействовать 
с фосфорорганическими ингибиторами эстераз. Не обладал 

4 С.Н. Голиков, В, И, Розенгарт 
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каталитической активностью и синтетический полипептид, по 
ченный на основе 2-бензилгистидина и серина (УГоНеу её а, 
1962). Следовательно, нужно было предположить, что в акти 
ном центре фермента реакционная способность серина каким-то’ 
образом повышается. Идею реактивной формы серина выдви:- 
нули Портер и др. (Рогег её а1., 1958). По их мысли, серин, на 
ходящийся в составе полипептидной цепочки, циклизуется с об- 
разованием Д?-оксазолина, который должен обладать более вы: 
сокой реакционной способностью, чем исходный серин. 
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Авторы исследовали реактивность трех различных оксазоли-_ 
нов, полученных синтетическим путем, и показали, что два из 
них в водном растворе при 37° могут реагировать с диизопро- 
пилфторфосфатом с образованием продуктов, которые при кис- 
лотном гидролизе дают О-фосфоэтаноламин. Райдон (Вудоп, 
1958) предложил чисто умозрительную схему механизма’ дей- 
ствия эстераз, основанную на реактивности серина в форме 
А?-оксазолина, а также на участии в реакции В-карбоксильной 
группы аспарагиновой кислоты, остаток которой всегда связан 
с серином в активном центре эстераз. Схема Райдона не преду- 
сматривает участие имидазола в эстеразном катализе и не под- 
креплена никакими экспериментальными фактами. В этой связн 
уместно напомнить, что, хотя предположение о возможности 
_ существования оксазолинов в молекуле нативных белков было 

высказано Бергманом и сотр. (Вегртапи, 1923) еще в 1923 го- 
Е _ ду, ни одного экспериментального подтверждения этой возмож- 
ЕЕ ности до сих пор получено не было. 

Янс и др. (1962) предприняли попытку прямыми исследова- 
_ниями оценить, существуют ли в химотрипсине структуры, по- 
—  Добные оксазолину. Для этой цели они провели реакцию химо- 

® трипсина с п-нитрофенилацетатом в присутствии воды, содер- 
_ жащей тяжелый изотоп кислорода, — Н»О. При этом они исхо- 
_ дили из следующих соображений. Если в активном центре фер- 
- _ мента первоначально присутствуют циклические структуры типа 
_ _ оксазолинов ИЛИ внутренних эфиров, то реакция с участием 

_ Гидроксильной группы серина должна сопровождаться раскры- 
_ тием циклических группировок и появлением О! в образовав- 

шихся соединениях. Было установлено, что выделенный из хи- 
мотрипсина после такой обработки ацетилгептапептид не содер- 
жал избытка О'8. Эти данные говорят против того, что оксазо- 
линовые или другие циклические структуры подобного типа 
предсуществуют в химотрипсине, но окончательный вывод мо 





жет быть сделан лишь после того, как будет установлено, 
возможен ли обмен кислорода В молекуле пептида В 
условиях, которые применялись для его получения И выделе- 
НИЯ. : Е 

В последнее время сам автор «оксазолиновои» гипотезы 
Райдон (Напзоп, Ву4оп, 1962) вынужден был пересмотреть 
свои взгляды и признать, что в ферментах, угнетаемых фосфор: 
органическими ингибиторами, А2-оксазолин реактивной формой 
серина не является. 


ОБЪЕДИНЕННАЯ СХЕМА ЭСТЕРАЗНОГО КАТАЛИЗА 


В свете этих данных могут возникнуть сомнения — участву- 
ет ли имидазол вообще в реакциях эстеразного катализа? Выше 
отмечалось, что имидазол не был обнаружен в полипептидах, 
составляющих активную поверхность эстераз, а из ацетилтрин“ 
синогена, обработанного пепсином, удалось изолировать высо- 
комолекулярные пептиды, обладающие ферментативной ак- 
тивностью и совершенно не содержащие в своем составе гисти- 
дина. 

Тем не менее, мы считаем, что оснований для таких сомне- 
ний нет. Нельзя сбросить со счетов многочисленные, хотя и 
косвенные, доказательства роли имидазола в осуществлении 
ферментативного действия. Гораздо правильнее не противопо- 
ставлять друг другу отдельные обсуждаемые здесь эксперимен- 
тальные факты, а попытаться объединить их в общей концеп- 
ции, позволяющей с более широких позиций рассматривать про- 
блему механизма эстеразного катализа. Такого рода попытки 
уже существуют в литературе. В 1957 г. Каннингем (Сипшаб- 
вап) сопоставил литературные данные о теплотах ионизации _ 
активного центра эстераз и имидазола и о зависимости фермен- 
тативной активности от рН и связанных с этим величинах рК 
основных групп активного центра со скоростями ацетилирова- 
ния и фосфорилирования и предложил схему механизма энзи- 
матического гидролиза, устраняющую многие существующие 
противоречия. Согласно этой схеме, в активном центре уча- 
ствуют как серин, так и имидазол, причем гидроксил серина о 
связан с имидазолом водородной связью. Эта связь активирует 
кислород серина и делает возможной его реакцию как с суб- 
стратами, так и с ингибиторами. 

В 1959 г. Спенсер и Стартевант (Зрепзег, З+иг{еуапё, 1959) 
несколько видоизменили и упростили схему Каннингема, сохра- 
нив ее основную суть. Новая схема также предполагает одно- 
временное участие имидазола и серина в активном центре эсте- 
разы. При этом гистидин не обязательно должен находиться на 
той же полипептидной цепочке, что и серин: их прост Е 
ная близость может быть обеспече ее 

на вторичной или третичной 
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структурой белковой молекулы. В активном центре (1) гидро. 
ксил серина активирован водородной связью с имидазолом. 
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При сближении активного центра и субстрата образуется 
фермент-субстратный комплекс (И), который после отщепления 
` спирта превращается в ацилированный фермент (11), причем 
‘местом ацилирования является гидроксил серина. Нестойкий 
ТИ гидролизуется водой, что также протекает с помощью ими- 
Ддазола, который образует с водой‘водородную связь (ТУ) и тем 
самым активирует кислород воды. В дальнейшем после отщеп- 
ления кислоты снова образуется активная форма фермента (1). 
Приведенные схемы основаны главным образом на изучении 
свойств трипсина и химотрипсина и, как отмечалось, предпола- 
’ гают существование водородной связи между гидроксилом се- 
рина и имидазолом гистидина на активной поверхности фер- 
_ мента. В последнее время появились экспериментальные дан- 
_ ные, противоречащие этому предположению (ЕаНгтеу, Со!9, 
1963а). Авторы измеряли количество водородных ионов, кото- 
_ рое освобождается при взаимодействии а-химотрипсина с мощ- 
ным ингибитором этого фермента — фенилметансульфонилфто- 
ридом: Оказалось, что при рН = 7,0 освобождается 0.983 экви- 
_ валента Н+ на | моль ингибитора. В то же время теоретический 
расчет показал, что при наличии водородной связи между гид- 
роксилом серина и имидазолом в этих условиях должно было 
освободиться только 0,82 эквивалента Н+*, 
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Более детальную схему эстеразного катализа, относящуюся 
непосредственно к холинэстеразе и дающую представление о 
пространственном расположении функциональных групп на 
активной поверхности фермента, предложили Крупка и Лейд- 
лер (Кгарка, а1@1ег, 1961а, 6, в,г). Они провели большую се- 
рию кинетических исследований, в Которых изучали действие 
различных ингибиторов на истинную холинэстеразу из бычьих 
эритроцитов. На основании своих опытов и литературных дан- 
ных они пришли к выводу, что все ингибиторы гидролитических 
ферментов могут быть разделены на два четко отличающихся 
друг от друга класса. Одни блокируют процесс деацетилирова- 
ния (или в более общем виде — деацилирования), другие на 
этот процесс не влияют. Для холинэстеразы типичным приме- 
ром ингибиторов первого класса (блокирующих деацилирова- 
ние) может служить цис-9-диметиламиноциклогексанол (Г, а 
ингибиторов второго класса — прозерин (11). 
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Кинетически различие между ингибиторами этих двух клас- 
сов состоит в том, что первые (Ги близкие к нему соединения) 
вызывают угнетение неконкурентного или смешанного типа, то- 
гда как вторые (И и его аналоги) всегда являются чистыми 
конкурентными ингибиторами. Ги родственные ему соединения 
характеризуются общим свойством: в их молекуле катионный 
центр находится на расстоянии 25 А от участка с высокой 
электронной плотностью (кислородный атом в случае П. Ло- 
гично представить себе, что при взаимодействии ингибитора 
с ферментом именно этот участок © высокой электронной плот- 
ностью образует водородную связь с атомом водорода кислот- 
ной группы фермента. В соединении И и его аналогах (к ко- 
торым относятся холин, карбохолин, эзерин и др.) катионный 
атом азота отделен от функциональной группы расстоянием 
в5 А Такой функциональной группой во многих ингибиторах 
этого типа является карбонильная, которая при взаимодействии 
ингибитора с ферментом, вероятно, образует слабую электро- 
статическую связь с основной группой эстеразного центра, пред- 
ставляющей собой азот имидазола. 

Из приведенных рассуждений вытекает, что в активной по- 
верхности холинэстеразы анионный центр расположен на рас- 
стоянии 2,5 А от кислотной группы эстеразного центра и на 





расстоянии 5 А от основной группы. Такое представление ВПО 
не совместимо с данными о стровнии специфического субстрат 
холинэстеразы — ацетилхолина. 

Остается оценить относительное расположение гидроксиль. 
ной группы серина, на которую переносится ацетильный остаток 
при образовании ацетилированного фермента из фермент-суб- 
стратного комплекса. Путем конструирования пространственных 
‚моделей Крупка и Лейдлер показали, что сериновый гидроксид 


Рис. 10. Пространственная схе- Рис. 11. Структура комплекса 
ма строения активной поверх- холинэстераза — ацетилхолин 
ности холинэстеразы (Кгирка, (Кгирка, Га!ег, 1961). 


Га4ег, 1961). Я группа ТЕ: имидазола); 
1—гидроксил серина; 2— основная — гидроксил серина; 9 — кислотная груп- 
группа (азот имидазола); 3— кислот- па; 4 —анионный центр. 

ная группа; 4 — анионный центр. 


должен быть расположен несколько дальше от анионного цен* 
тра, чем азот имидазола. Только при этом условии возможно 
одновременное взаимодействие соединений типа [ с анионным 
центром и основной группой. 

Все эти соображения послужили основанием для предложе- 
ния схемы, в которой представлено пространственное располо- 
жение функциональных групп, составляющих активную поверх“ 
ность холинэстеразы (рис. 10). Вероятно, все эти группы распо- 
ложены на различных полипептидных цепях молекулы фермента 
и их строгая взаимная ориентация происходит только тогда, 
когда фермент вступает во взаимодействие с субстратом. Мож- 
но думать, что активная поверхность трипсина, химотрипсина 
и некоторых других ферментов имеет аналогичное строение, за 
исключением того, что они лишены анионного центра. 

На первой стадии взаимодействия холинэстеразы с ацетил- 
холином образуется фермент-субстратный -комплекс, КОТОВ 
схематически изображен на рис. 11. Образование этого ком 
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плекса обеспечивают следующие силы: электростатическая 
связь между анионным центром фермента и положительно заря- 
женным азотом ацетилхолина; электростатическое притяжение 
между водородом кислотной группы и эфирным кислородом 
ацетилхолина, а также между кислородом серинового гидро- 
ксила и углеродом карбонильной группы ацетилхолина, и не 
показанные на схеме ван-дер-ваальсовы силы, связывающие Ме- 
тильные группы ацетилхолина с соответствующими участками 
молекулы фермента. Кроме этого, существует притяжение ме 
жду азотом имидазола и водородом серинового гидроксила, а 
также между водородом кислотной 
группы и кислородом серинового 
гидроксила. 

Образование комплекса обеспе- 
чивает необходимое сближение суб- 
страта с функциональными группа- 
ми активной поверхности фермен- 
та и тем самым дает возможность 
протеканию химической реакции ме- 
жду ними. 

При этом три связи рвутся и 
три образуются вновь. Рвутся свя- 
зи между углеродом и эфирным 
кислородом в ацетилхолине, между 5 
кислородом и водородом в серино- рис, 12. Структура  ацети- 
вом гидроксиле, и от кислотной —лированной холинэстеразы 
группы отрывается водород. Возни- (Кгирка, Га!ег, 1961). 
кают новые связи между углеродом  1—ацетильная группа; 2 — молекула 
ацетильного остатка и кислородом О В 
‘серинового гидроксила, между кис- онный центр. 
лородом остатка холина и водоро- 
дом кислотной группы, между водородом серинового гидро- 
ксила и остатком кислотной группы. В’ результате этой реакции 
отщепляется холин и образуется ацетилированный фермент 
(рис. 12). Здесь важно подчеркнуть, что ацетилированию под= 
вергается кислород серинового гидроксила, а не азот имида- 
зола, как предполагали ранее некоторые исследователи. Аце- 
тилирование имидазола не происходит даже на промежуточных 
стадиях. В 

На последнем этапе происходит деацетилирование под дей- 
ствием воды. Участие воды в этом процессе схематически изо- 
бражено на рис. 12. Можно предположить, что азот имидазола 
притягивает к себе водород воды и тем самым облегчает атаку 
гидроксила воды на карбонильный углерод ацетильного остат- 
ка. В ходе деацетилирования так же, как и на предыдущей 
стадии, три связи рвутся и три образуются вновь. Рвутся связи 
между водородом и гидроксилом в молекуле воды, между 
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кислородом серинового гидроксила и углеродом ацетильного ос, 
татка, водород отрывается от кислотной группы. Новые связи 
возникают между гидроксилом воды и углеродом ацетильного 
остатка (при этом образуется уксусная кислота), между водо. 
родом кислотной группы и кислородом серинового гидроксила 
и между водородом воды и остатком кислотной группы. Обра: 
зовавшаяся в результате деацетилирования уксусная кислота 
уходит, и остается исходный активный фермент (см. рис. 10), 

Предложенная схема хорошо объясняет механизм тормозя: 
щего действия ингибиторов типа цис-2-диметиламиноциклогекя 
санола, которые за счет анионного центра и кислотной группы 
присоединяются к ацетилированному ферменту и тем самым 
блокируют процесс деацетилирования. Точно такой же меха- 
низм лежит в основе тормозящего эффекта избытка ацетилхо- 
лина: он тоже тормозит процесс деацетилирования, вступая во 
взаимодействие с ацетилированным ферментом. Такая гипотеза 
позволяет отбросить недостаточно обоснованные допущения о 
существовании двух анионных центров в молекуле истинной 
холинэстеразы или о необычной ориентации субстрата на ак* 
тивной поверхности фермента (см. выше). 

В приведенных здесь двух объединенных схемах эстеразного 
катализа (схема Спенсера и Стартеванта и схема Крупки и 
Лейдлера) имеется одна важная общая черта. Согласно этим 
схемам, имидазол не вступает ни в какие промежуточные реак- 
ции с субстратом; вместе с тем, он выполняет очень важную 
функцию, а именно активирует сериновый гидроксил в реакции 
ацетилирования фермента и активирует молекулу воды в реак- 
ции деацетилирования. 

Основное положительное значение схем, подобных приведен“ 
ным выше, состоит в том, что они построены с учетом реаль- 
ных фактов, полученных экспериментально,’ и что с их помощью 


можно ‘объяснить все или почти все явления, наблюдаемые при 
эстеразном катализе. 


УЧАСТИЕ ФЕНОЛЬНЫХ И ДРУГИХ ГРУПП В КАТАЛИТИЧЕСКОМ 
ДЕЙСТВИИ ЭСТЕРАЗ 


Вероятно, имидазол и серин не исчерпывают всех возмож“ 
ных реактивных групп в активной поверхности эстеразы. Выше 
упоминалось, что в эстеразном центре должна существовать 
группа с рК = 8,5—9,5, не столь характерная для фермента, как 
имидазольная группа: В схеме Крупки и Лейдлера эта группа 
обозначена как кислотная. По мнению Бергмана (1958), эта 
группа представляет собой фенольный гидроксил тирозина. Ее 
роль сводится к тому, что она обеспечивает электрофильную 
атаку на эфирный кислород субстрата, образуя с этим кисло- 
родом водородную связь (Т). В результате кислород становится 
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подвижным, И разрыв эфирной связи облегчается. Если суб- 
стратом действия фермента служит $-эфир, например ацетил- 
тиохолин, возникновение комплекса 1 становится маловероят- 
ным, так как сера неохотно образует водородную связь. 
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Следовательно, в гидролизе $-эфиров электрофильная группа 
фермента (фенольный гидроксил) не принимает участия. Это 
предположение хорошо объясняет уже отмеченный факт, что 
ферментативный гидролиз ацетилтиохолина и других $-эфиров 
не имеет четкого рН-оптимума: с увеличением рН от 8,0 до 
10—11 скорость их гидролиза не меняется. 

О возможной роли фенольного гидроксила в реакции вза- 
имодействия эстеразы с фосфорорганическими ингибиторами 
говорят исследования В. И. Розенгарта и Н. В. Карташевой 
(1959), выполненные на очищенной печеночной эстеразе. Авто- 
ры исследовали при различном РН ультрафиолетовый спектр 
поглощения ферментного белка до и после обработки его тет- 
раэтилпирофосфатом. Было показано, что инактивация фермен- 
та сопровождается достоверными изменениями поглощения, 
свидетельствующими об уменьшении числа свободных феноль* 
ных групп тирозина в белке. 

Интерес к фенольным соединениям в связи с изучением эсте- 
разного катализа состоит еще в том, что известна способность 
некоторых фенолов, и особенно полифенолов, легко реагировать 
с фосфорорганическими ингибиторами (ап4ог её а|., 1952; 

‚ Веггу еЁ а1., 1955). Эти данные навели на мысль о возможности 
взаимодействия фенолов не только с ингибиторами, но и с суб- 
стратами действия  эстераз. Проведенные исследования 
(В. И. Розенгарт, 1960, 1962) показали, что некоторые феноль- 
ные соединения обладают выраженной способностью катализи- 
ровать гидролиз п-нитрофенилацетата, т. е. являются моделями 
эстеразы. Из изученных соединений наиболее активным ока- 
зался пирокатехин. Несколько слабее действовал гидрохинон и 
еще слабее резорцин. Слабой активностью обладал также фе- 
нол. Замена одного гидроксила пирокатехина на метильную 
группу (крезол) или метоксигруппу (гваякол) приводила к 
практически полной утрате каталитических свойств. 

При дальнейшем развитии этих исследований (В. И. Розен- 
гарт, 1961; В. И. Розенгарт и Л. В. Шепшелевич, 1962, 1963) вы- 

явилось, что пирокатехин и некоторые сходные с ним полифе- 
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нолы катализируют гидролиз не только п-нитрофенилацетата, 
но и других сложных эфиров (ацетилтиохолин, флуореснеин. 
диацетат и др.). Было также установлено, что обработка пиро- 
катехина диизопропилфторфосфатом или тетраэтилпирофосфа. 
том резко тормозит каталитическую активность, т. е. и в этом 
отношении пирокатехин ведет себя подобно эстеразе. Изучение 
механизма каталитического действия пирокатехина показало, 
что, так же как при эстеразном катализе, он состоит в образо- 
вании промежуточного ацетилированного производного — моно- 
ацетилпирокатехина, который затем спонтанно гидролизуется 
водой с образованием уксусной кислоты и исходного пирокате- 
хина. Другой продукт гидролиза п-нитрофенилацетата — п-ни- 
трофенол отщепляется раньше при реакции ацетилирования пи- 
рокатехина. 
В последнее время появились данные об участии триптофана 
в активном центре трипсина и химотрипсина. Эти данные ос- 
нованы главным образом на сравнительном исследовании из- 
менений спектра ультрафиолетового поглощения ферментных 
белков после обработки диизопропилфторфосфатом и веще- 
ствами, избирательно окисляющими триптофан, такими, как 
М-бромсукцинимид или М-бромацетамид (\ообюп, Незз, 1960; 
\У15мапа а, Г.а\зоп, 1961). Наиболее обстоятельные исследова- 
ния в этом отношении были выполнены Симоном (Зйпоп, 1962а, 
6). Он обрабатывал трипсин и химотрипсин диизопропилфтор- 
фосфатом, после чего подвергал их перевариванию пепсином и 
полученные пептиды детально исследовал с помощью диффе- 
ренциальной спектрофотометрии и хроматографии на бумаге. 
Автор использовал ранее описанный прием (РайсвогпйК её а1., 
1958). позволяющий с помощью мягкого окисления М-бромсук- 
цинимидом избирательно разрушать триптофан в молекуле бел- 
ка. В результате оказалось, что предварительная обработка 
трипсина диизопропилфторфосфатом защищает триптофан от 
последующего окисления М-бромсукцинимидом. Среди продук-. 
тов пептического гидролиза трипсина, обработанного диизопро- 
пилфторфосфатом, были найдены пептиды, которые содержали 
триптофан и фосфор. Кроме триптофана, в этих пептидах были 
обнаружены в эквимолекулярных количествах лейцин, валин 
и серин. Интересно также, что продукты пептического гидро- 
лиза, полученные после обработки М-бромсукцинимидом натив- 
ного трипсина и трипсина, подвергнутого воздействию диизопро- 
пилфторфосфата, занимали различное положение на хромато- 
грамме. 

Необходимо подчеркнуть, что хотя результаты этих опытов 
достаточно убедительны, так как известно, что диизопропил- 
фторфосфат избирательно реагирует с активным центром трип- 
сина, а №-бромсукцинимид столь же избирательно взаимодей- 
ствует с триптофаном, тем не менее их можно рассматривать 
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лишь как косвенное указание на возможное участие триптофана 

в активном центре фермента. Для большей наглядности следо- 

вало бы прямыми опытами показать, что фосфорильная группа 

фосфорорганического ингибитора соединена с остатком  тринто- 
ана, как это было показано в отношении серина. 

Необходимо упомянуть еще о нескольких соединениях уча- 
стие которых в осуществлении эстеразного катализа может быть 
подвергнуто обсуждению Геро и Уитроу (@его, \/Игоху, 1957) 
становили, что лизин обладает способностью катализировать 
тидролиз трибутирина, т. е. является моделью эстеразы. Иссле- 
дованиями В. И. Розенгарта (1960) каталитическая способность 
лизина была подтверждена на примере другого сложного эфи- 
ра — п-нитрофенилацетата. 

Стюарт и Уэлле (З{е\мгам, Онпее{, 1959) показали, что ме- 
тиловый эфир лизина тоже катализирует гидролиз п-нитрофе- 
нилацетата. При изучении кинетики гидролиза этого субстрата 
трипсином они пришли к заключению, что в состав активного 
центра трипсина должна входить алифатическая аминогруппа, 
возможным носителем которой является лизин. 

Рей и др. (Кау ей а1., 1960) подвергали химотрипсин посте- 
пенному фотоокислению и производили полный количественный 
анализ аминокислотного состава полученных продуктов. При 
этом было показано, что скорость потери ферментативной ак- 
тивности соответствует скорости окисления не только гистидина, 
что было известно ранее, но и метионина. Из этого был сделан 
вывод, что метионин входит в состав активного центра химо-. 
трипсина. В дальнейшем участие метионина в активном центре 
химотрипсина получило дополнительное экспериментальное 
подтверждение (Га\зоп, Зенгатт, 1962). Оказалось, что обра- 
ботка химотрипсина п-нитрофенилбромацетил-а-аминоизобути- 
ратом приводила к частичной инактивации фермента. Анализ 
гидролизата такого фермента показал, что единственное отличие 
его от контрольного препарата состояло в том, что один оста- 
ток метионина был разрушен. Предварительная обработка хи- 
мотрипсина диизопропилфторфосфатом защищала метионин от 
разрушения. 

Наконец, следует указать на интересные работы Хейльброн 
(НеЙБгопп, 1962а,б) и Свенсмарка (Зуепзтагк, 1961; Зуеп- 
зтагк, Кг!з{епзеп, 1963), которые показали, что обработка очи- 
щенной холинэстеразы из лошадиной сыворотки бактериаль- 
Ной сиалидазой изменяет электрофоретическую подвижность 
фермента, хотя и не влияет на его активность. Был сделан вы- 
вод что холинэстераза сыворотки является сиалопротеидом. 

очищенной холинэстеразе из лошадиной сыворотки было об- 
наружено около 3% сиаловой кислоты. - 

Вее приведенные выше данные об участии других групп 
(кроме имидазола и серина) в активном центре эстераз носят 
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косвенный характер, и на их основании нельзя сделать катего. 
рических выводов о конкретнои роли тои или иной группировки 
в осуществлении эстеразного катализа. Однако эти данные про. 
ливают дополнительный свет на механизм реакций, катализи. 
руемых эстеразами, и дальнейшие исследования в этом напра. 


влении, безусловно, являются перспективными. 


АНИОННЫЙ ЦЕНТР 


Анионный центр, т. е. группировка, несущая отрицательный 
заряд, имеется только в активной поверхности холинэстеразы и 
отсутствует у других эстераз. Это вытекает из приведенных в 
начале этой главы соображений об избирательной способности 
холинэстеразы катализировать гидролиз эфиров холина, имею- 
щих «катионную головку», и о влиянии рН на способность хо- 
линэстеразы взаимодействовать с различными ионизированны- 
ми субстратами и ингибиторами. Никаких прямых эксперимен- 
тальных данных о химической природе анионного центра и ове- 
личине его рК в доступной нам литературе обнаружить не уда- 
лось. Но при обсуждении возможных групп, входящих в анион- 
ный центр, следует помнить, что в белке существует очень мало 
группировок, которые имели бы отрицательный заряд при ней- 
тральном рН. К их числу в первую очередь следует отнести 8- 
карбоксил аспарагиновой кислоты (рК = 3,0—4,5) и 1-карбок- 
сил глутаминовой кислоты (рК = 4,2—4,5). Вероятно, какая-ни- 
будь из этих групп и составляет анионный центр холинэстеразы. 


ыы * * 

В данной главе были рассмотрены важнейшие литератур- 
ные данные, касающиеся химического строения активных Цен- 
тров эстераз. В заключение необходимо подчеркнуть, что за- 
дача, которая стояла перед нами, была достаточно ограничен- 
ной. Под активным центром мы понимаем тот участок поверх- 
ности, на котором располагается и активируется субстрат во 
время энзиматического процесса. Химические группировки, со- 
ставляющие активный центр, должны обеспечить специфиче- 
скую реакционную способность фермента к тому виду связи, на 
который он действует, в данном случае к сложноэфирной связи. 
От таких группировок нельзя ожидать строгой избирательности 
по отношению к отдельным субстратам. Поэтому не удивитель- 
но, что самые различные эстеразы, а также протеазы, обладаю- 
щие эстеразной активностью, имеют весьма сходные активные 
центры. Вместе с тем, ферменты, входящие в эту большую груп- 
пу, резко отличаются друг от друга по многим свойствам, осо- 
бенно по субстратной специфичности. Это ярко видно на приме- 
ре разных холинэстераз, которые делятся не только на две боль- 
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шие группы (истинная и ложная), но и внутри этих групи су- 
щественно отличаются друг от друга в зависимости от происхо- 
ждения. Совершенно очевидно, что индивидуальные свойства 
или иного фермента определяются не только структурой 


того 
его активной поверхности, но всеми особенностями строения его 
молекулы. Мы почти ничего не знаем в настоящее время о 
строении молекулы различных видов холинэстеразы и поэтому 


ничего не можем сказать о том, какие химические свойства от- 


личают ложную холинэстеразу от истинной, холинэстеразы раз- 
ного происхождения друг от друга и т. д. 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
И ИЗОЛИРОВАНИЯ ХОЛИНЭСТЕРАЗ 


МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АКТИВНОСТИ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


Литература, посвященная описанию методов определения ак- 
тивности холинэстеразы, чрезвычайно обширна. Это является 
следствием того, что интерес к холинэстеразе проявляют не 
только биохимики, специально занимающиеся исследованием 
сройств ферментов, но и фармакологи, токсикологи, клиници- 
сты, энтомологи и представители ряда других специальностей. 
Естественно, что при таком широком внимании к этому фермен- 
ту разрабатываются и описываются самые разнообразные ме- 
тоды его определения применительно к тем задачам, которые 
ставил перед собой исследователь. Многие из описанных мето- 
дов отличаются универсальностью и могут быть использованы 
в самых различных условиях, другие имеют лишь ограниченное 
применение и приспособлены для решения частных вопросов. 
Методы отличаются друг от друга также по принципам, поло- 
женным в их основу, и по применяемой аппаратуре. 

Мы предлагаем следующую классификацию методов опре- 
деления холинэстеразы, описанных в литературе к настоящему 
времени. 

1. Методы, основанные на определении количества кислоты, 
выделившейся при гидролизе субстрата. 

1. Манометрические. 
2. Титрометрические: 
а) выполняемые путем титрования с индикатором; 
6) выполняемые путем потенциометрического титрова- 
НИЯ. 
3. Фотометрические. 
4. рН-Метрические. 

П. Методы, основанные на определении количества других 
продуктов гидролиза субстрата: 

тиохолиновые; 

2) с использованием специальных субстратов. 












ложившегося анетилхолина: 
1) биологическим. путем; 
2) химическим путем. 

ГУ. Ультрамикрометоды. 

У. Экспресс-методы. 

УТ. Гистохимические методы. 

Эта классификация не безупречна в том смысле, что она по- 
строена на основе не одного; а двух различных критериев: пер- 
вые три группы методов (1, Пи И!) классифицированы по прин- 
ципу определения, лежащему в их основе. Что же касается 
остальных трех групп (ТУ, У и У, то они разделены по зада- 
чам, которые с их помощью могут быть решены; химические 
принципы, на которых они базируются, являются различными 
и могут относиться к любой из первых трех групп. 

1.1. Манометрический метод определения активности холив- 
Эстеразы впервые описал Аммон (Аттоп, 1933); он применил 
для этой цели аппарат Варбурга, широко используемый в био- 
химических и других лабораториях (подробное описание тех- 
ники работы с аппаратом Варбурга см.: Умбрайт и др. (1951). 
Очень удобную и простую модификацию манометрического ме- 
тода предложил А. А. Покровский (1950), который использовал 
для этой цели несколько видоизмененный аппарат Баркрофта, 
обычно применяемый для анализа газов крови. 

1.2. В титрометрических методах количество образующейся 
кислоты определяют титрованием щелочью, которое может про- 
ИЗВвОДИТЬСЯ как с помощью индикатора (а), так и потенциоме- 
трически (6). Существует много модификаций методов, осно- 
ванных на индикаторном титровании. 

В качестве примеров могут быть названы методы С. Р. Зуб- 
ковой и Т. В. Правдич-Неминской (1947), Т. В. Правдич-Не- 
минской (1949), На|, Гиказ (1937). При замене индикаторного 
титрования потенциометрическим об изменении РН судят не по 
цвету индикатора, а по показаниям РН-метра (Свошеаи её а|., 
1956; Ре!аипо!з, 1962). 

1.3. В фотометрических методах количество образовавшейся 
кислоты определяют не титрованием, а фотометрически по из- 
менению цвета индикатора. Известно много модификаций этих 
методов (Г. А. Паносян, 1958: КешВо]4 е{ а1., 1953; @гевоге её 
а1., 1955; Сагамау, 1956; В15 63 её а|., 1958; \ищег, 1960). с 

Несколько особняком в этой группе стоит метод П. И. Бори- 
сова и В. И. Розенгарта (1950), который основан на определе- 
нии времени, необходимого для образования стандартного ко- 
личества уксусной кислоты из избытка ацетилхолина. Крите- 
рием здесь служит изменение окраски крезолового красного: 
Сходный метод предложил А. А. Покровский (1960), который 
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вместо крезолового красного использовал бромтимоловый си- 
ний И приспособил метод для анализа небольших количеств 
ткани. 

1.4. В рН-метрических методах изменение кислотности опре- 
деляют не по цвету индикатора, а путем прямого определения 
рН исследуемого раствора. Наиболее распространенным ме- 
тодом из этой группы является метод Мичела (Масве!, 
1949). 

Известен ряд модификаций этого метода — например, мето- 
дика Клане и Андре (Сапе, Апаге, 1958) или модификация 
Таммелина (Тапимейи, 1953). 

1. В методах, объединенных в эту группу, субстратом слу- 
жит ацетилтиохолин. При инкубации его с ферментом обра- 
зуется тиохолин, количество которого и служит мерой активно- 
сти фермента. Известно несколько методик, основанных на этом 
принципе (Ацси$1$501, 1955; МеОзкег, Ваше, 1959; ЕШтап @ 
а|., 1961). 

1.2. В эту группу входят методы, в которых в качестве суб- 
страта используются нехолиновые эфиры. Наиболее распростра- 
ненным субстратом служит индофенилацетат (Кгатег, бапзоп, 
1958). В последнее время в качестве субстрата предложен о-ни- 
трофенилбутират (Маш, 1961; Маш её а|,, 1961). 

Ш. Рассмотренные до сих пор методы основаны на количе- 
ственном определении тех или иных продуктов, образующихся 
при гидролизе субстратов под действием холинэстеразы. В от- 
личие от этого, данная группа объединяет методы, в которых 
определяют не продукты реакции, а неразложившийся ацетил- 
холин. Это определение может быть осуществлено биологиче- 
ским или химическим путем. 

1.1. В последнее время биологическое определение актив- 
ности холинэстеразы применяется очень редко. Подробное опи- 
сание биологических методов можно найти в работах М. Я. Ми- 
хельсона (1946а, 6; 1948). 

111.2. Методы определения активности холинэстеразы, осно- 
ванные на химическом определении ацетилхолина (Нез, 
1949), оставшегося нерасщепленным после инкубации с фер- 
ментом, имеют ряд преимуществ перед другими методиками. 
Они чрезвычайно просты технически, дают хорошо воспроизво- 
димые результаты, позволяют работать в любых пределах рН и 
в любых биологических средах. 

Описанные выше методы (группы 1, Пи ПГ) практически 
исчерпывают все известные в настоящее время принципы, ле- 

‚ жащие в основе количественного определения холинэстеразы. 
Методы, изложенные ниже и разделенные на три самостоятель- 
ные группы, основаны на тех же принципах, но они настолько Е 
отличаются по задачам, которые решаются с их помощью, и по 








технике определения, что мы сочли целесообразным Выделить 
их в самостоятельные разделы. 


ГУ. Эта группа объединяет ультрамикрометоды, позволяю. 
щие надежно определять активность холинэстеразы в чрезвы- 
чайно малых количествах ткани, измеряемых миллионными до- 
лями миллиграмма. Чаще всего эти методы базируются на ма- 
нометрическом определении количества кислоты, образующейся 
при гидролизе ацетилхолина. Чувствительность и точность Этих 
методов были доведены до такой степени, что с их помощью 
стало возможным определение активности фермента не только 
в индивидуальных нервных клетках, имеющих сухой вес около 
5. 10-3 мкг, но и в отдельных компонентах нейрона — дендритах, 
аксоне, ядре, весом порядка 10-5 мкг. 

. Определение активности холинэстеразы крови нередко 
используется в качестве диагностической пробы для выявления 
интоксикации фосфорорганическими и другими ингибиторами 
холинэстеразы. В литературе описано значительное число при- 
годных для этой цели быстрых упрощенных методов, которые 
дают, правда, лишь ориентировочное представление об активно- 
сти фермента, но зато не требуют почти никакого оборудова- 
ния и могут быть выполнены в любых условиях. 

Один из лучших экспресс-методов предложен Херцфель- 
дом и Штумпфом (Нега, ЗитрЁ, 1955). Метод основан на 
применении специально приготовленной индикаторной бу- 
маги. - 

Аналогичный метод, но выполняемый не на индикаторной бу- 
маге, а в пробирке, описали Дейвис и Николс (ПРау1ез, №сВо15, 
1955). Удобный метод, пригодный для полевых условий, опи- 
сали Лимпероз и Ранта (Т1тпрегоз, Вага, 1953). В качестве 
экспресс-метода может быть использована также описанная 
выше методика А. А. Покровского (1960). 

УТ. До сих пор речь шла о количественных методах опреде- 
ления холинэстеразы, дающих более или менее точное количе- 
ственное представление о суммарной активности фермента во 
взятых для анализа объеме или навеске ткани. Методы, объеди- 
ненные в данную группу, принципиально отличаются от описан- 
ных выше тем, что в их задачу входит не определение количе- 
ства фермента, а лишь выявление его, определение его локали- 
зации в микроструктурах тканей. Обзор и описание гистохими- 
ческих методов определения холинэстеразы можно найти в М0- 
нографиях В. В. Португалова (1955) и Пирса (1962). 

В этой главе мы не ставили перед собой задачу — перечис- 
лить все описанные в литературе методы определения холин- 
эстеразы. Мы попытались дать их классификацию и ограничи- 
лись ссылками ЛИШЬ на немногие отдельные методы, яв- 


ой 
ляющиеся наиболее типичными представителями кажд 
группы, 
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деление индивидуального 


ОЧИСТКА ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


препаратов холинэстеразы, т. е. вы-_ 
ферментного белка из сложной белко- 
вой смеси, в которой он находится в органах и тканях, может 
быть осуществлено с помощью самых различных методов, при* 
меняемых в настоящее время для разделения белков. К. НИМ 
относятся: дробное осаждение сульфатом аммония, другими 
нейтральными солями или спиртом, хроматографическое разде- 
ление на самых различных сорбентах, дифференциальное 
ультрацентрифугирование, препаративный электрофорез и 


др 


Получение очищенных 


Процесс очистки контролируют по двум показателям: по 
фактору очистки, представляющему собой отношение удельной 
активности данной фракции к удельной активности исходной 
ткани, и по общей активности каждой фракции. Фактор очистки 
дает представление о том, во сколько раз по сравнению с ис- 
ходной тканью очищен фермент на каждом этапе, а общая ак- 
тивность показывает, каков выход фермента, т. е. какую долю 
общей ферментативной активности (в %) удалось получить 
в очищенном виде. 

В литературе описано значительное число методов очистки 
как истинной, так и ложной холинэстеразы разного происхо- 
ждения. 

Первую попытку выделения холинэстеразы из электриче- 
ского органа предприняли Нахманзон и Ледерер (Масбтап- 
зонп, Гедегег, 1939). Им не удалось получить фермент в сколь- 
ко-нибудь очищенном виде. В дальнейшем в той же лаборато- 
рии был разработан более совершенный метод (РоШшепБега, 
МасНтапзоНи, 1947), с помощью которого удалось получить пре- 
парат 75-кратной очистки с выходом 154. Некоторая модифи- 
кация этого метода (осаждение при различном РН, отделение 
осадка с помощью высокоскоростного центрифугирования) при- 
вела к получению препаратов фермента 200-кратной очистки, в 
которых сохранялось до 20% исходной активности (Га\ег, 
1959). 

В последнее время была описана упрощенная процедура 
очистки холинэстеразы из электрического органа, которая да- 
вала возможность получать препараты 200-кратной очистки © 
выходом 10% (Наготеауез ей а|., 1963). 

Надежные методы очистки холинэстеразы из бычьих эритро- 
цитов были разработаны голландскими исследователями под ру- 
ководством Коэна. В первом варианте метода (Совеп, \агип- 
ра, 1953а) удалось получить препараты 250—400-кратной очист- 
ки. В дальнейшем метод был усовершенствован (\\Маггиеа, Со- 
еп, 1955). При этом была достигнута 3000-кратная очистка 


фермента. 
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Цитл и др. (2 е ефа]., 1953) разработали метод выделения 
холинэстеразы из эритроцитов человека. Для перевода фермен. 
та в растворимое состояние они использовали твин-20 (поди, 
оксиметиленсорбитанмонолаурат). Конечный продукт содержал 
до 20% исходной активности и был очищен в 240 раз по сравне. 
нию с исходными эритроцитами. 

Первую попытку очистить холинэстеразу сыворотки пред. 
приняли Стедман и Стедман (Зе4тап, З1едтап, 1935). Их 
удалось добиться 50—100-кратной очистки фермента из лоша. 
диной сыворотки. В 1944 г. был опубликован значительно бо- 
лее совершенный метод (5%ге! 2, 1944). Этим методом удалось 
получить препарат, очищенный в 5000 раз по сравнению с ис- 
ходной сывороткой, однако выход фермента не превышал 5%. 

Группа Садженера (Зигеепог её а]., 1949; Зигвепог, Е!И5, 
1954) использовала в качестве исходного материала не цель- 


ную сыворотку, а так называемую фракцию [У\-4 из плазмы 
крови человека, пол 


— Холинэстераза, 
других ферментов, 

ИЯ 
учение которой было разработано Коном и ектом исследован 


др. (Совп еЁ а|., 1946) на основе дробного осаждения спиртом # 4, мавным обр 
на холоду. Садженер и сотрудники подвергли эту фракцию объяснить. то обстоя 
ультрацентрифугированию для удаления липопротеидов, а за- 


} 
тем многократно обрабатывали ее спиртом при низкой темпера- 
туре и различном 


РН (3,8—4,9). Лучшие их препараты были | 
очищены в 3400 раз. 





Выдающихся результатов в очистке холинэстеразы лошади- 
ной сыворотки добились Янс и Коэн (Тапз2, Совеп, 1962). Они 
подвергали сыворотку фракционированному осаждению суль- 
фатом аммония, активные фракции разделяли ультрацентрифу- 
гированием, а на последних этапах производили дополнитель- 
ное разделение путем зонального электрофореза на колонках 
из целлюлозы. Этим методом при одномоментной обработке 
27 л сыворотки им удалось получить 10 мл концентрированного 
раствора фермента, очищенного в 14 000 раз и содержащего 
10% исходной активности, Повторный электрофорез на целлю- 
лозе и исследование на аналитической ультрацентрифуге пока- 
зали полную гомогенность ферментного ‘белка. 

Из изложенного видно, что каждое новое усовершенствова- 
ние, вводимое в методику очистки 


холинэстеразы, приводило 
к получению препаратов, обладающих все более высокой удель- 
ной 


активностью. Следовательно, нет никакой уверенности в - 
том, что даже наиболее чистые из этих препаратов представ- 
ляют собой индивидуальный ферментный белок в совершенно 
изолированном виде. К сожалению, холинэстеразу не удалось 
получить в кристаллической форме, и следовательно, не было 
возможности использовать перекристаллизацию в качестве ме- 
тода очистки и критерия чистоты ферментного белка. 


ни океттению, 













й темпе 
›аты бы 


ы лошадь 
1962). Ом 
НИЮ 6) 





































































































Часть вторая 


АНТИХОЛИНЭСТЕРАЗНЫЕ ВЕЩЕСТВА 





Холинэстераза, в отличие от подавляющего большинства 
других ферментов, с момента ее открытия в 1926 г. стала объ- 
ектом исследования не только биохимиков, но также физиоло- 
гов и, главным образом, фармакологов. Вероятно, этим можно 
объяснить то обстоятельство, что за истекшие почти четыре де- 
сятилетия в мировой литературе появилось огромное число ра- 
бот, посвященных изучению действия различных веществ на ак- 
тивность холинэстеразы. Многие из исследованных соединений 
обладали способностью подавлять активность этого фермента. 
Среди них оказались вещества самого различного химического 
строения с весьма разнообразными фармакологическими свой- 
ствами. 

Одной способности угнетать холинэстеразу недостаточно, 
чтобы отнести то или иное соединение к антихолинэстеразным 
‘веществам. Для этого нужно, чтобы антихолинэстеразное дей- 
ствие было очень резко выраженным, т. е. проявлялось бы при 
чрезвычайно низкой концентрации (порядка 10-5 М и ниже), 
или, чтобы способность подавлять активность холинэстеразы 
играла определяющую роль в механизме биологического дей- 
ствия вещества. Например, известно, что достаточно отчетли- 

вым антихолинэстеразным действием обладают такие вещества, 
как морфин и многие алкалоиды его группы, наркотики, многие 
местноанестезирующие вещества, стрихнин, вещества кураре- 
подобного действия, азотистые иприты, метиленовый синий и 
многие другие, однако это действие они проявляют в сравни- 
тельно высоких концентрациях, и вряд ли эту способность мож- 
но положить в основу их биологического действия. Поэтому пе- 
речисленные соединения нельзя отнести к антихолинэстеразным 
веществам (М. Я. Михельсон и др. 1961а). 

В то же время известно очень большое число и собственно 
антихолинэстеразных веществ, соответствующих приведенному 
выше определению. Они тоже относятся к самым различным 
классам органических соединений, но отличаются сходным био- 
логическим действием, так как в его основе лежит одно и то 
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же свойство — способность 
разы. 

Классификация антихолинэстеразных веществ. Наилучшим 
принципом классификации всяких химических веществ является 
химический принцип, т. е. разделение по признакам, относя. 
щимся к особенностям химической структуры. Применение это- 
го принципа для классификации антихолинэстеразных веществ 
стало возможным благодаря тому, что в последние годы в об- 
щих чертах (с разной степенью достоверности для разных со- 
единений) был изучен химический механизм действия этих ве. 
ществ на холинэстеразу. 

В настоящее время большую часть антихолинэстеразных ве- 
ществ можно разбить на три класса в зависимости от той функ- 
циональной химической группы, которая в основном определяет 
их антихолинэстеразные свойства. Это: [) четвертичные ам- 
мониевые соединения; 2) сложные эфиры карбаминовой_ кис- 
лоты (уретаны, карбаматы); 3) `фосфорорганические соедине- 
ния (ФОС). 

К этим классам нужно добавить еше один — группу прочих 
антихолинэстеразных веществ, механизм действия которых на 
холинэстеразу не всегда достаточно ясен и о которых нельзя 
с уверенностью сказать, что в основе их биологической актив- 
ности лежит способность угнетать холинэстеразу. 

В подавляющем большинстве руководств, монографий и 
обзоров, посвященных антихолинэстеразным веществам, приво- 
дится разделение этих веществ на «обратимые» и «необрати- 
мые» ингибиторы холинэстеразы. К обратимым относят четвер- 
тичные соединения и эфиры карбаминовой кислоты, к необрати- 
мым — фосфорорганические соединения. Такое разделение не 
может быть принято без некоторых оговорок. 

Прежде всего, не совсем точно относить определение «обра- 
тимый» ‘или «необратимый» к понятию «ингибитор». Примени- 
тельно к данному случаю обратимой или необратимой может 
быть только реакция, в которую вступают ингибитор и фермент, 


т. е. реакция угнетения фермента. Следовательно, правильнее 
было бы говорить не об обратимых или необратимых ингибито- 


рах, а об ингибиторах, вызывающих обратимое или необратимое 
торможение холинэстеразы. 


Далее, по существу этого разделения. 


В схематическом виде можно представить себе два типа ре- 
акции между ингибитором И Холи 


подавлять активность ХОЛИНЭсСте. 


нэстеразой: 
На: и нет НЕЙ 
ФЕИ — ФИ — Фи’ А, ФА Пр ее. И 
Здесь Ф — активный фермент (холинэстераза); И — ингиби- 
тор; ФИ — неактивный комплекс ингибитора с ферментом; 
ФИ 


— химически измененный комплекс; А — вода или другой 
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нуклеофильный реагент, под действием которого происходит 
дальнейшее превращение измененного комплекса ФИ’ Пр— 
продукты превращения ингибитора. Е 

Когда реакция протекает по типу Т, образующийся комплекс 
не подвергается дальнейшим превращениям, и здесь мы встре- 
чаемся с типичным. примером обратимой реакции, при которой, 
как правило, достаточно быстро наступает состояние равнове- 
сия. В этом состоянии в растворе присутствуют как исходные 
вещества, так и продукт реакции, и концентрации всех ингре- 
диентов зависят от прочности комплекса. Если комплекс прочен, 
то равновесие сдвинуто вправо, болышая часть фермента свя- 
зана, т. е. имеет место инактивация. Однако, если каким-нибудь 
способом удалить из системы свободный ингибитор (например, 
путем диализа или отмывания), то реакция начнет протекать 
влево и будет идти до тех пор; пока весь комплекс не распа- 
дется, в результате чего все количество фермента восстановит 
свою активность. 

Если же реакция протекает по типу П, то сначала комплекс 
ФИ претерпевает химические изменения, превращаясь в ФИ’, 
а затем ФИ” под действием воды или другого нуклеофильного 
реагента разрушается, в результате чего в конечном счете об- 
разуется исходный активный фермент, но исходный ингибитор 
не восстанавливается, а накапливаются продукты его превра- 
щения. Разумеется, первый этап этой реакции (образование об- 
ратимого комплекса фермент — ингибитор) подчиняется зако- 
нам, описанным для реакции типа |; однако здесь не полу- 
чается настоящей равновесной системы, так как комплекс ФИ 
все время уходит из круга реакции и весь процесс течет вправо. 
Как видно из схемы реакции, и в этом случае в конце концов 
образуется свободный фермент, но не в результате простого об- 
ращения реакции между ферментом и ингибитором, а как след- 
ствие дальнейших превращений комплекса ФИ. 

Как будет показано ниже, только четвертичные аммониевые 
соединения реагируют с холинэстеразой по типу 1, а карбаматы 
и ФОС вступают в реакцию по типу П. Следовательно, строго 
говоря, «обратимыми» ингибиторами можно считать только чет- 
вертичные соединения, а карбаматы и ФОС следует отнести к 
необратимым. 

Однако между карбаматами и ФОС в их реакции с холин- 
эстеразой есть существенное различие: последняя стадия про- 
цесса — превращение комплекса ФИ” под действием воды — в 
случае участия в этом комплексе карбаматов происходит, как 
реа быстро, а при наличии в нем ФОС —в 

случаев чрезвычайно медленно, иногда настолько 
медленно, что эту реакцию практически можно совсем не при- 
нимать в расчет. Поэтому по внешнему эффекту, т. е. по 
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скорости восстановления активности фермента, реакция Холин. 
эстеразы с карбаматами тоже может считаться обратимой. 
Учитывая все изложенное, мы можем сохранить принятую в 
настоящее время классификацию, подразделяющую все анти. 
холинэстеразные вещества на «обратимые», куда входят чет. 
вертичные соединения, карбаматы и некоторые другие веще. 
ства, и «необратимые», к которым относятся фосфорорганиче. 


ное 

ские ингибиторы. Е ‚олд, 
Литература, посвященная механизму и особенностям дей- т ея 
ствия разных веществ на холинэстеразу, чрезвычайно неравно- ый 8 
| мерно распределена между отдельными группами ингибиторов. __ мон 28 
Она почти неисчерпаема в отнощении ФОС и сравнительно ог- чи теТр я 
раничена в отношении других ингибиторов. Поэтому неравно- цу, то пер 
мерным по объему будет и дальнейшее изложение материала об дну и 1098 
антихолинэстеразных свойствах различных соединений. ще более # 
дает долин ( 

При ис 

«ОБРАТИМЫЕ» ИНГИБИТОРЫ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ СН ф 

} 

Данные о свойствах обратимых ингибиторов холинэстеразы АННЫ ь- 
неоднократно обобщались в литературе и получили достаточно пап, ЕТ, | 
полное отражение в ряде обзоров, монографий и руководств =$-340° 
(Барлоу, 1959; М. Я. Михельсон, 19466, 1948. 1951, 1957, 1961а, оон п 
4’Агсу, Тауюг, 1962; Веготапи, 1958: КоеПе, аЙтап, 1949; бо м 
Гопо, 1963; МасптапзоНп, №/1зоп, 1951; \УвШакег, 1951). о 
т 

ЧЕТВЕРТИЧНЫЕ АММОНИЕВЫЕ СОЕДИНЕНИЯ ь ет 
Способность четвертичных аммониевых соединений угнетать о т 
холинэстеразу основана на том, что содержащийся в этих со- м Зала 
единениях положительно заряженный атом азота электростати- ме 
чески взаимодействует с анионным центром холинэстеразы и т а 
тем самым обеспечивает образование комплекса фермент — ин- ыы ОН 
гибитор. Поэтому даже такие просто построенные аммониевые ЧА 


+ 
производные, как тетраметиламмоний (СНз)4М, тетраэтиламмо- 


ний (С›Нз).\, холин (СН) МСН.СН.ОН и другие, обладают 
некоторым антихолинэстеразным действием. 

Сродство таких соединений к холинэстеразе очень невелико, 
образующийся комплекс непрочен, и поэтому здесь особенно 
ярко выражены конкурентные отношения с естественным суб- 
стратом холинэстеразы — ацетилхолином: увеличение концен- 
трации субстрата резко снижает тормозящее действие ингиби- 
тора. Например, одно и то же количество тетраэтиламмония 
тормозит холинэстеразу на 47%, если концентрация субстрата 
составляет 0,001 М, и только на 5% при концентрации субстра- 
та 0,015 М (Кеизег, Е1зпег, 1951). В самое последнее время на 
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основании тщательно проведенных кинетических исследований 
А. П. Бресткин и Др. (1963) пришли к выводу, что торможе- 
ние холинэстеразы сыворотки холином не является строго конН- 
курентным, а протекает по смешанному типу. 

Во взаимодействии аммониевых производных с холинэсте- 
разой, помимо заряда, важную роль играют пространственные, 
стерические отношения, которые определяют расположение мо- 
лекулы ингибитора на поверхности фермента и обеспечивают 
возможность упрочнения комплекса за счет ван-дер-ваальсо- 
вых сил, действующих на коротком расстоянии. Это видно на 
примере даже просто построенных соединений. Так, тетраметил- 
аммоний является более сильным ингибитором холинэстеразы, 
чем тетраэтиламмоний (Рерлегге, Маг@т, 1958), вероятно, пото- 
му, что первое из этих веществ ближе по строению к ацетилхо- 
лину и точнее соответствует активной поверхности фермента. 
Еще более выраженным антихолинэстеразным действием обла- 
дает холин (\/Изоп, 1952). 

При исследовании производных триметиламмония типа 


+ 

СНз(СНь)„М(СНз)з было установлено, что с увеличением 
длины цепи антихолинэстеразная активность возрастает (Со[е- 
тшап, Е!еу, 1962). Так, при п = 3 ро! составлял 2,77, при п = 
= 5—3,40, при п = 7—3,85, а при п = 9—4,16. Дальнейшее ус- 
ложнение молекулы триметиламмония сопровождалось еще 
большим усилением антихолинэстеразных свойств. В частности, 
существенное влияние оказало введение фенильного кольца. 
Если [50 триметиламмония равен 1,5 . 10-2 М (\1зоп, 1952), то 
[55 фенилтриметиламмония (Г) составляет 4,4. 10-4 М (\1И5оп, 
Оцап, 1958). Резкое увеличение антихолинэстеразной активно- 
сти удалось вызвать введением гидроксильнои группы и дру- 
гих заместителей в бензольное кольцо 1. Так, 3-оксифенилтри- 
метиламмоний (1) характеризовался [50 = 3,7 . 10-6 М, а 4-ме- 
тил-3-оксифенилтриметиламмоний (ПГ) 1 = 1,2. 108 М. 
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Расчеты показали, что. вещество П образует в 120 раз более 
прочный комплекс с ферментом, чем вещество 1, а соединение 
Ш — в 370 раз более прочный. Антихолинэстеразные свойства 





* Антихолинэстеразную активность соединений выражают величиной 1, 
которая соответствует молярной концентрации вещества, вызывающей угнете- 
ние холинэстеразы на 50%. Нередко вместо [5 используют его отрицатель- 
ный логарифм р1в (р =-—108 150) 
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соединений этого типа в очень большой степени зависели 
го, в каком положении находится гидроксил в бензольном 
це. Наибольшей активностью обладало 3-оксипроизводное (П) 
При введении гидроксила в положение 9 или 4 антихолиносте. 
разная активность была значительно ниже и мало отличалась 
от активности исходного вещества (Г). Усиление способности уг- 
нетать холинэстеразу при введении гидроксила авторы (\!150п, 
Оцап, 1958) объясняют тем, что гидроксил (если он находится 
на определенном расстоянии от атома азота) образует водо- 
родную связь с активной поверхностью фермента. 

Чрезвычайно близким по строению к веществу П является 
тензилон (эдрофоний), который получил распространение в ме- 
дицинской практике в качестве антихолинэстеразного вещества, 
Тензилон отличается от П только тем, что одна из метильных 
групп П, связанных с азотом, замещена на этильную. 


Се 

М 

+М (СНз), С.Н: 
ТЕНЗИЛОН 


КОЛЬ- 


155 тензилона оказалась близкой для истинной холинэсте- 
разы разного происхождения: эритроциты быка 3,4 . 10-5 (ЗшИВ 
е{ а|., 1952), мозг крысы 5. 10-5 М (МасГаг!апе её а|., 1950), 
эритроциты человека 4. 10-6 М (НоБЫвег, 1952). 

Во многих случаях введение в молекулу вещества второй 
четвертичной группы, т. е. создание бис-четвертичных соедине- 
ний, приводило к значительному усилению антихолинэстеразной 
активности. На примере относительно просто построенных али- 


+ + 

фатических соединений типа (СНз)зМ(СН.)„М(СНз)з было по- 
казано, что с увеличением числа метиленовых групп способ- 
ность угнетать холинэстеразу равномерно возрастает (Со]етап, 
Е\еу, 1962). В каждом случае активность бис-четвертичного ве- 
щества была выше, чем активность соответствующего моночет- 
вертичного. Первоначально это пытались объяснить тем, что 
истинная холинэстераза содержит два анионных центра и по- 
этому две четвертичные группы, расположенные на определен- 
ном расстоянии друг от друга, обеспечивают более прочную 
связь с ферментом (Веготапи, 1955). Однако Колеман и Эли 
(Соетапп, Е1еу, 1962), исследовав соединения этого типа с 
числом метиленовых групп от 3 до 12, не нашли оптимального 

расстояния и пришли к выводу, что усиливающий эффект вто- 

рой четвертичной группы зависит от того, что она прикрепляет- 

ся к ферментному белку за счет ион-дипольного взаимодействия 

и этим способствует ориентации всей молекулы вещества на ак- 

тивной поверхности фермента, Естественно, что при таких усло- 
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виях с увеличением длины цепи прочность комплекса возра- 
стает соответственно увеличению количества ван-дер-ваальсо- 
ВЫХ связей. Самое активное из веществ этого ряда (п = 12) ха- 
рактеризовалось величиной р[во = 6,67. 

Усиление антихолинэстеразных свойств при увеличении рас- 
стояния между четвертичными группами было показано также 
для бис-хинолиниевых (Ва!о\, Нипиаз, 1955) и бис-изохиноли- 
ниевых (ЗиИН её а1., 1953) производных. 

Путем дальнейшего усложнения бис-четвертичных соедине- 
ний, главным образом за счет введения в их молекулу различ- 
ных циклических группировок, многим исследователям удалось 
создать вещества с очень высокой антихолинэстеразной актив- 
ностью, нередко обладающие избирательной способностью угне- 
тать истинную холинэстеразу. 

Функе и др. (ЕипКе её а|., 1954) синтезировали дифенольное 
производное — вещество 3116СТ, которое угнетало холинэсте- 
разу эритроцитов на 50% в концентрации 2. 10-0 М. Это веще- 

Ион, -0-/ ты 
94 ХИ 


М (СНз)з М (СНз)з 
3116 СТ 


ство отличалось чрезвычайно выраженной избирательностью 
действия: ложную холинэстеразу оно угнетало в 250 000 раз ху- 
же, чем истинную (Рер1егге, Еиике, 1954). 

Активными ингибиторами холинэстеразы оказались веще- 
ства, имеющие строение: 


© У ени-со—ену, < Ув 


+ + 
в= —М(СН.). С.Н —М(СН»), СНЬСН=СН,; 


+ 
—М (СН»)› СзН; 


+ 
—МСН: (С.Н). 


Все эти вещества характеризовались р[5о = 7,5 — 7,8 для ис- 
тинной холинэстеразы, тогда как для ложной холинэстеразы 
р156 был меньше 3 (РиЦоп, Мовеу, 1954). 


2 

Соединение этого ряда с В = —М(СНз)›СН»—СН=СН» под 
названием вещества 284 с 51 В.М. получило широкое распро- 
странение в качестве избирательного ингибитора истинной хо- 
линэстеразы (АизЯп, Веггу, 1953; Тоамск, 1954; ВауЙзз, Тоа- 
иск, 1956). - 
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Лонг и Шюлер (Гопё, Зспи@ег, 1954) синтезировали и 
следовали значительное число бис-фенилациламмониевых про. 
изводных дифенила: 

= сен - 
в—сн-с— У ЕТ 
| 1 
©) {@) 
где В — различные ароматические или алифатические галоге. 


ниды четвертичных аммониевых оснований. Наиболее актив- 
ными ингибиторами холинэстеразы оказались вещества с 


СНз СН. 


К ь 
в-С Х и { С 


= =/ 


Они имели 150 = 10-9 — 10-0 М. Токсичность веществ не из- 
менялась параллельно их антихолинэстеразной активности. Так, 
наиболее токсичным оказалось соединение с К= 

+ 


= —М(СНз)>СН»СН»ОН (ЛД-50 для мышей 0,09 мг/кг), кото- 
рое обладало наименьшей способностью угнетать холинэстеразу. 
Выраженным избирательным действием на истинную холин- 
эстеразу обладают вещества: 3021$ (Воуе!-МИН, Воуеь 1953; 
Нопеа, 1957) /3381ВР (Воуе{ её а|., 1946; Нойпз{еай, 1959); 
8077 \ММ (Агпо!4 её а|., 1954; Кагсатаг, Но\мага, 1955; Гап4з 
еЁ а|., 1957) и некоторые другие. Большинство из них угнетает 
холинэстеразу эритроцитов на 50% в концентрации порядка 
10-7 — 10-6 М. 
з (6) 
= В 
(С.Н, м—сн,—сн,-0-с—© У—с-о—сн, сн, (СЬНЗз 2 


3021$ 


ОСН СНОС О 
С.Н А С.Н; 
3381ВР 
К с ноон С.Н; С! 
а + ЕТ 1: — = 
«ен м-си,сн-к-сс №—сн,-сн,—№СН, < Уза 





С.Н, С.Н 
8077 ММ 


Наибольший интерес среди этих соединений представляет 
вещество 8077\1М (известное также под названиями амбено- 
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ний, мителаза, мисуран), которое в лабораторных исследованиях 
используется как избирательный ингибитор истинной холин- 
эстеразы, а в клинической практике получило распространение 
в качестве средства для лечения миастении. Лендс и др. 
Тапаз её а|., 1958) синтезировали и исследовали большое чис- 
ло соединений, близких амбенонию по структуре. 

Значительное число производных дифенила и дикумарина 
исследовали: Тасоь, Еипке, 1953; ТасоБ, 1955; ТасоЬ, Резвауаз- 
пе, 1956. Наиболее активным оказалось вещество 3318 СТ. Его 
[50 для истинной холинэстеразы составляла 1. 10-8 М, а для лож- 
ной —!. 10-1 М. Таким образом, индекс избирательности дей- 
ствия был равен 10000. 

СН 
| Е 
о Ва 2 
зазст 


Интересно отметить, что среди соединений, изученных Жако- 
бом, были такие, которые и в форме третичных аминов обла- 
дали выраженным антихолинэстеразным действием. К ним от- 
носится, например, вещество 3220СТ: 


А 
и в 
и 
3220СТ 


Оно характеризовалось [в = 1—3. 10-7, и йодметилирова- 
ние не повышало его антихолинэстеразной активности. По-види- 
мому, и в третичной форме оно в достаточной степени ионизиро- 
вано при рН = 7,4 (при котором производилось исследование), 
чтобы обеспечить нужную связь с анионным центром фермента. 

Среди бис-четвертичных соединений имеются вещества, ко- 
торые избирательно действуют не на истинную, а на ложную 
холинэстеразу. Выше упоминался избирательный ингибитор ис- 
тинной холинэстеразы — вещество 30215. Оказалось, что его ор- 
то-изомер (вещество 3061$), который можно рассматривать как 
производное фталевой кислоты, практически совершенно не 
влияет на истинную холинэстеразу, но угнетает ложный фер- 
мент на 50% в концентрации 10-5 М (Воуе{-МИНИ, Воуеь, 1953). 

; (©) (6) 

т | | я 
(сн М-сн-сн,-0—6\о „с—о—сн:—СН,—М (С.Н 
& % 

Зее 
30615 

Барстад и др. (Вагз#а@ ей а|., 1959) исследовали ряд более 
сложных бис-четвертичных производных фталевой кислоты и по- 


о 








хазали, что все они являются избирательными ингибиторам 
ложной холинэстеразы. К 

Угнетение холинэстеразы четвертичными соединениями, как 
правило, легко обратимо. Достаточно, например, подвергнуть 
угнетенный фермент диализу или отмыть эритроциты путеи 
повторного центрифугирования с физиологическим раствором 
чтобы активность холинэстеразы быстро и полностью восстано. 
вилась до исходного уровня. Правда, в некоторых случаях (на. 
пример, вещество 3116СТ и близкое к нему по строению 3443СТ) 
образуется более прочный комплекс между ингибитором и фер- 
ментом и простое отмывание эритроцитов не восстанавливает 
активность фермента; но после гемолиза и разведения в 12 раз 
восстановление происходит очень быстро (Тат1еН-Оер1егге, Маг. 
п, 1962). 

Угнетение холинэстеразы четвертичными соединениями всег- 
да носит выраженный конкурентный характер, однако тщатель- 
ные кинетические исследования, выполненные в последнее вре- 
мя (\1Пзоп, АЙехапаег, 1962), показали, что даже в действии 
таких просто построенных соединений, как триметиламмоний, 
тетраметиламмоний, фенилтриметиламмоний, №-метилпиридиний 
и др., можно выявить неконкурентный компонент. Это объяс- 


няется тем, что перечисленные соединения тормозят активность в. == - 
холинэстеразы не только путем взаимодействия со свободным о 3 ВуЧеннЫх (8 
ферментом (где конкурентные отношения с ацетилхолином вы" в. интибнто ы 
ражены в полной мере), но и благодаря реакции с ацетилиро- >. 

ванным ферментом (торможение деацетилирования), которая па. 

носит неконкурентный характер. Этот же механизм лежит в 0с- Ино 

нове торможения холинэстеразы избытком ацетилхолина (см. ера 

стр. 56). т 


ЭФИРЫ КАРБАМИНОВОЙ КИСЛОТЫ 


Первым антихолинэстеразным веществом, открытым вместе 
с холинэстеразой (Г.оеуи, Маугай, 1926; Епве!агаь Гоеми, 
1930), был эзерин (физостигмин) — алкалоид из калабарских 
бобов, еще в прошлом столетии вошедший в медицинскую прак- 
тику в качестве миотика. 


о СНз 
Г | 
НЕК —0- ое 
СН СН. 
: Кана * 
НЕ 
СНз  СНз 


Эзерин представляет собой полициклическое аз т 
торое можно рассматривать как монометилкарбаминовый 
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замещенного фенола. Вскоре после обнаружения антихолинэсте- 
азных свойств эзерина было синтезировано и изучено большое 
Число соединений ‘с целью выяснить, какой химической группи- 
ровке обязан эзерин своей способностью угнетать холинэсте- 
разу (З{едтап, <{едтап, 1996, 1929; АезспИтапп, Ветегь, 1931). 
В результате оказалось, что определяющую роль играет карба- 
миновая группа, так как соответствующие фенолы, получаю- 
шиеся при гидролизе карбаминовых эфиров, были лишены ан- 
тихолинэстеразных свойств. В то же время метилкарбаминовый 
эфир фенола (Г) тоже не обладал антихолинэстеразным дей- 
ствием. Это действие появлялось при введении в молекулу ами- 
ногруппы, например у метилкарбаминового эфира-м-диметил- 
аминофенола (1): 

о [6] 


| 
Н-м—с-0— ь 
Ее 
СНз “ 
М (СНз)з 
И 

Перевод третичной аминогруппы в четвертичную аммоние- 
вую группу еще больше усиливал антихолинэстеразную актив- 
ность. Из изученных соединений этого типа наиболее эффектив- 
ным ингибитором холинэстеразы оказался прозерин (простиг- 
мин, неостигмин), который представляет собой метилсульфоме- 
тилат П. 

Интересно отметить, что кватернизация усиливала антихо- 
линэстеразные свойства вещества только в том случае, если 
атом азота находился в самом кольце, либо был непосредствен- 
но присоединен к кольцу, как в молекуле прозерина: 

(6) 
| 
(сн, м-с-0—( сн;30: 
Хх 


+М (СН) 
ПРОЗЕРИН 

Если же азот находился в боковой цепи на некотором рас- 
стоянии от кольца, то перевод в четвертичную аммониевую соль 
приводил к ослаблению антихолинэстеразного действия. Так, 
третичный амин — п-(8-диметиламиноэтил) -фениловый эфир ди- 
метилкарбаминовой кислоты (ПТ) был более активным, чем со- 
ответствующее четвертичное соединение: 

(©) 


| - 
снам-с-0—< У сн,—сн,—М «СН», 
Ш 





Активным ингибитором холинэстеразы является и другой а 
тичный амин—миотин: : 


о 
Г 
сн со (усн (СН», 
\ 
н \ сн, 
МИОТИН 


Фолдс и др. (Ео!Чез её а1., 1958) исследовали большую груп: 
пу производных прозерина, отличающихся друг от друга раз- 
личным расстоянием между четвертичным азотом и карбониль- 
ной группой (С=О). Наиболее активными оказались вещества, 
у которых это расстояние составляло 4,7 А, т. е. было таким же, 
как в молекуле натурального субстрата холинэстеразы — аце- 
тилхолина. Интересную попытку создания высокоактивных ан- 
тихолинэстеразных веществ предпринял Функе. Для этой цели 
он ввел диметилкарбаминовые группы в синтезированные им 
бис-четвертичные соединения, которые и без того обладали вы- 
соким антихолинэстеразным действием. Таким путем на основе 
вещества 3116СТ (см. формулу, стр. 73) были получены соеди- 
нения с одной (3152СТ) или с двумя (3113СТ) карбаминовыми 


группами: 
о о 
1 [ 
(СНз) м-с-о—(/\-о—{сн,,-о—И\-о—с-м (СН 
ме №УЯ 
+№ (СНУ, +№ (СН) 
зизст 


Первоначально Функе и др. (ЕипКе е{ а1., 1952) сообщили, 
| что эти вещества обладали феноменально высокой антихолин- 
| эстеразной активностью: 50%-ное угнетение в концентрации 
| 10 — 10-16 М, однако при последующей проверке сами авторы 
т (Рер1егге, РипКе, 1954) и другие исследователи (Ге\ш, Тап- 

Чотт, 1955) показали, что это не соответствует действительности: 
| 150 этих веществ была равна 10-9 — 10-0 Ми резкое (в несколь- 
| ко десятков тысяч раз) повышение антихолинэстеразного дей- 

ствия относилось только к ложной холинэстеразе. Таким обра- 

зом, введение карбаминовых групп в соединения этого типа в 
| значительной степени снижало избирательность их действия на 
р истинную холинэстеразу. 
| Другим примером высокоэффективных антихолинэстеразных 

веществ, имеющих бис-четвертичное строение и ржа 

карбаматные группы, могут служить соединения типа В 
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(Кгаир её а1., 1955а, 6; Кшрр её а|., 1955; Зитрь, 1959). Их ха- 
рактерным представителем является вещество ВС-48: 


о с, сн, о 
Г 1 
: 
сну» И -0=С-Ю—«СНу-м—С-0— 
( Е ] 


ВС-48 


В веществах этого типа антихолинэстеразная эффективность 
возрастала с увеличением числа метиленовых групп. У соеди- 
нений с одинаковой длиной полиметиленовой цепочки замена 
метильной группы при карбаматном азоте на водород снижала 
антихолинэстеразное действие. Аналогично построенные веще- 
ства, но не содержащие циклических групп в своей молекуле, 
обладали менее выраженной способностью угнетать холинэсте- 
разу (Кшрр её а|., 1953). 

Антихолинэстеразная активность в большой мере зависит от 
строения карбаминовой группы. Эшлиман и Рейнерт (АезсВИ- 
тапп, Вешем, 1931) показали, что наиболее выраженными ин- 
тибиторами холинэстеразы являются карбаминовые эфиры ами- 
нофенолов со следующими заместителями при карбаматном 
азоте: 


— УСН Е УСН» 
Ун сн: 
Эфиры незамещенной карбаминовой кислоты обладают сра- 
внительно слабым антихолинэстеразным действием. . 

Как правило, монометилкарбаматы сильнее угнетали холин- 
эстеразу, чем диметилкарбаматы. Это различие в последнее 
время особенно четко было показано на примере моно- и ди- 
метилкарбамилхолина, а также неостигмина и его монометил- 
карбамильного аналога (\1з0п е{ а|!., 1961). 

Ниже приводится табл. 9, иллюстрирующая антихолинэсте- 
разную активность различных эфиров карбаминовой кислоты. 
Соединения в таблице расположены в порядке убывания их 
способности подавлять активность истинной холинэстеразы. 

Из таблицы видно, что в большинстве случаев карбаматы 
приблизительно в одинаковой степени угнетают активность ис- 
тинной и‘ложной холинэстеразы, однако среди них встречаются 
и соединения с более или менее выраженной избирательностью 
действия. К числу избирательных ингибиторов истинной холин- 
эстеразы можно отнести вещество ВС-48 и, особенно, Ми-1250, 
которое угнетает истинную холинэстеразу в 20000 раз эффек- 
тивнее, чем ложную. Правда, нужно отметить, что избиратель- 
ность действия №и-1950 в большой степени зависит от происхо- 
ждения фермента. Приведенные в таблице данные относятся к 
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Таблица фа 


Антихолинэстеразная активность некоторых эфиров карбаминовой Кислоты 


ео 





для 
истин- 
Соединение ной | Яожной Автор 
холин- 
. холин- 
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Кгаир е{ а!., 19556 





Рер!еите, Рипке, 1951 








снм-со о 8,7 \!Изоп еЁ а1., 1961 
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СН 
(9) /МСНОх 8,3 4,0 | Нам/кшз, Мепаеь 
| 1949 
с-< неа $ 
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р 
нум-с-о—( | 8,2 | 8,0 | ВИазсВКо её а1., 1949 
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ы сн, (С.Н), 
(СНум-с-0—/\ ВГазспКо еЁ а!., ВКО ег ап, 1949 
Ц ее 
| 
+М (СНз)>СЬНь 
Прозерин (формула на стр. 77) | 7,4 - 7,2 | ВазсНКо е!Ё а[., 1949 
Е Ват ет 
ЕО 7,4 | В!азсВКо ей а|., 1949 
7 
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Миотин (формула на стр. 78) 6,4 | В!азсВКо еЁ а!., 1949 





Эзерин (формула на стр. 76) | 71 | 77 | ВТазсвКо е! а!., 1949 
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Соединение 
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Продолжение 
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ферменту эритроцитов и плазмы человека, но те же а 
(Наз/из, Мепае1, 1949) показали, что холинэстераза сы 
ки лошади лишь в 5 раз более чувствительна к Ми-195 
фермент эритроцитов лошади. 

Выраженным избирательным ингибитором ложной Холин. 
эстеразы оказалось вещество М№-683, которое угнетало фермент 
сыворотки в 300 раз активнее, чем фермент эритроцитов. 


Вторы 
Ворот. 
О, Чем 


МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ КАРБАМАТОВ НА ХОЛИНЭСТЕРАЗу 


Еще в 1949 г. Аугустинссон и Нахманзон (АцоизИпзеол, 
Масптапзойп) отметили, что эзерин и прозерин сравнительно 
медленно «вступают в равновесие» с холинэстеразой. Уже это 
одно свидетельствует о том, что данные вещества не просто об- 
разуют с ферментом обратимый комплекс, а реагируют с ним 
более сложно. На протяжении последующих лет механизм анти: 
холинэстеразного действия производных карбаминовой кислоты 
не подвергался детальному экспериментальному исследованию, 
однако неоднократно высказывались предположения, что веще- 
ства этого типа реагируют с холинэстеразой подобно необрати- 
мым  фосфорорганическим ингибиторам (Муегз, Кетр, 1954; 
Ацеиз 1330 её а|., 1959). В 1960 г. (\МИзоп, Нав, ОтзБиге, 
1960) эта точка зрения получила экспериментальное подтвер- 
ждение. Было установлено, что обработка холинэстеразы карб“ 
амилхолином, диметилкарбамилхолином и диметилкарбамил- 
фторидом приводит к образованию карбамилированного произ- 
водного холинэстеразы. Эти вещества медленно угнетали 
фермент, и после разведения холинэстераза медленно восстанавВ- 
ливала свою активность. Продолжая эти исследования, Вильсон 
и др. (\!воп еЁ а|., 1961) провели тщательное изучение кние- 
тики угнетения холинэстеразы карбаматами различного строе“ 
ния и при этом выявили чрезвычайно интересный факт: скорость 
восстановления активности холинэстеразы после многократного 
разведения смеси ингибитора с ферментом зависела только от 
строения карбамильной части молекулы ингибитора. Так, для 
всех производных диметилкарбаминовой кислоты (диметилкарб- 
амилхолин, диметилкарбамилфторид, прозерин, пиридостиг- 
мин) независимо от их строения и от их антихолинэстеразной 
активности время, в течение которого активность фермента вос” 
останавливалась наполовину, составляло 25—97 мин. Точно так 
же для совершенно различно построенных производных метил- 
карбаминовой кислоты (эзерин и метилкарбамилхолин) время 
39 Увосстановления тоже было одинаковым и составляло 37— 

мин. Как видим, оно существенно’ отличалось от величины, 
полученной для диметилкарбаматов. . 

Значительно более медленно происходило восстановление 
активности после обработки холинэстеразы некоторыми бис- 
























































































































































































четвертичными карбаматами — например, соединениями типа 
ВС (см. формулу, стр. 79). Так, для ВС-47 время полувосста- 
новления составляло 1400 мин, а для ВС-48 — 2300 мин. Здесь 
вообще уже трудно говорить об обратимости действия, так как 
известно, что после угнетения некоторыми фосфорорганически- 
ми ингибиторами спонтанная реактивация холинэстеразы про- 
исходит быстрее. 

В этих же исследованиях было установлено, что гидроксил- 
Амин значительно ускоряет восстановление активности после 
угнетения холинэстеразы карбаматами различного строения. 

Единственное объяснение приведенных фактов может со- 
стоять в том, что в ходе реакции между карбаматами И ХОЛИН- 
эстеразой остаток карбаминовой кислоты присоединяется к 
ферменту, тем самым инактивируя его, а образовавшееся в ре- 
зультате этого карбамилпроизводное холинэстеразы при разве- 
дении постепенно гидролизуется, распадаясь на карбаминовую 
кислоту и активный фермент. Весь процесс может быть пред- 
ставлен в виде следующей схемы: 


Г 
Е-н+х-6 МВ в, === 


| Ч 


Е 


| 
с=о но — Е-Н+НО—С—МВЫВь 
| | 
МВ, В2 о 
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Здесь ЕН — активный фермент; 1 — ингибитор, содержа- 
щий карбаматную группу; И — обратимый комплекс фермент— 
ингибитор; П1— карбамилированный фермент; НХ — отщепив- 
щийся остаток ингибитора; 1У — карбаминовая кислота. На 
схеме ясно видно, что структура карбамилированного фермента 
определяется только строением карбамильной части молекулы 
ингибитора, и поэтому скорость восстановления холинэстеразы 
после разведения, которая определяется скоростью гидролиза 
карбамилированного фермента, будет одинаковой для самых 
Различных ингибиторов, если только они имеют одинаковую 
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карбамильную часть. Схема хорошо объясняет и реактивирую. 
щий эффект гидроксиламина, который является значительно бо. 
лее сильным нуклеофильным реагентом, чем вода, и поэтому 
быстрее реагирует с карбамилированным ферментом. 

На схеме видно, что на первом этапе образуется обратимый 
комплекс фермент — ингибитор (1), однако концентрация этого 
комплекса в каждый данный момент реакции, по-видимому, 
очень не велика, так как он очень быстро превращается в карб- 
амилированный фермент. Скорость этого превращения непосред- 
ственно измерить не удалось, но Вильсон и др. (\/зоп её а]. 
1961) определили константу скорости # бимолекулярной реак- 
ции, отражающей суммарный процесс карбамилирования хо- 
линэстеразы. Эта величина оказалась очень большой: для эзе- 
рина она составляла 2.108 л/моль: мин, для прозерина — 9,5. 
. 105, для пиридостигмина — 1,6 . 10%. 

Карбамилирование холинэстеразы может быть предотвра- 
щено, если перед добавлением карбамата обработать фермент 
каким-нибудь соединением, способным образовывать с ним ком- 
плекс. Депьер и Мартин (Рер1егге, Маг#п, 1958) показали, что 
многие четвертичные и бис-четвертичные аммониевые ингиби- 
торы холинэстеразы защищают фермент от последующего инак- 
тивирования прозерином. При этом была установлена хорошая 
корреляция между защитным и антихолинэстеразным действием 
соединений. 

В последнее время (КИ2, \Изоп, 1962) было показано, что 
подобно карбаматам с холинэстеразой реагируют и производ- 
ные метансульфокислоты — например, метансульфонилфторид 
(У), метансульфонат 3-оксифенилтриметиламмония (УГ) и др. 


о (9) 
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При взаимодействии с холинэстеразой они образовывали ме- 
тансульфонил-фермент по следующей схеме: 


СН:$О,Х + Н-Е —> СН;$0,—Е-+ НХ. 


Метансульфонил-фермент, в отличие от карбамил-фермен- 
та, получающегося при реакции с карбаматами, оказался чрез- 
вычайно стойким соединением и не разрушался ни под действи- 
ем воды, ни под влиянием многих других нуклеофильных реа- 
гентов. Благодаря этому угнетение холинэстеразы эфирами 
метансульфокислоты было практически необратимым. Лишь в 
особых условиях (100-кратное разведение и последующая обра- 
ботка йодметилатом фенил-3-пиридил-анти-кетоксима в сравни- 
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тельно высокой концентрации) наблюдалось очень медленное 
восстановление активности метансульфонилированной холин- 
эстеразы (Мехапдег её а1., 1963). 

Сравнение антиферментной активности различных сульфо- 
нилфторидов типа ВЗО5Е показало, что большинство изученных 
соединений угнетало трипсин и химотрипсин значительно бы- 
стрее, чем холинэстеразу. Только метансульфонилфторид дей- 
ствовал на холинэстеразу сильнее, чем на протеолитические 
ферменты. Однако и он по отношению к холинэстеразе ока- 
зался в 100 раз более слабым ингибитором, чем стандартное 
фосфорорганическое соединение — диизопропилфторфосфат 
(Еавгпеу, @о19, 19636). 


ДРУГИЕ ИНГИБИТОРЫ 


Для полноты картины необходимо упомянуть. и о других 
ингибиторах холинэстеразы, которые, как и вышеописанные, 
чаще всего вызывают обратимое угнетение фермента. Среди 
разных классов органических соединений известно большое чис- 
ло таких веществ. 

Изложение всех имеющихся в литературе данных об этих 
веществах не представляет интереса, так как в большинстве 
случаев они проявляют антихолинэстеразное действие в сравни- 
тельно высоких концентрациях и это действие не может быть 
положено в основу их биологической активности. 

В данном разделе будут упомянуты лишь те соединения, кКо- 
торые представляют определенный фармакологический интерес 
ив то же время обладают способностью выраженно угнетать 
активность холинэстеразы. Значительным антихолинэстеразным 
действием обладает психотропное вещество — диэтиламид РО-ли- 
зергиновой кислоты (150-25) и многие его производные — на- 
пример, диэтиламиды Т.-лизергиновой, Р-изолизергиновой, 
2-бром-О-лизергиновой и р-1-метиллизергиновой кислот, а так- 
же моноэтиламид и диметиламид Р-лизергиновой кислоты и 
морфолин-Р-лизергиновая кислота (7ртоп@ ей а|., 1961). Поч- 
ти все перечисленные соединения (кроме диэтиламида О-1-ме- 
тиллизергиновой кислоты) угнетали ложную холинэстеразу го- 
раздо сильнее, чем истинную. Никакой связи между психотроп- 
ной активностью этих веществ и их способностью угнетать хо- 
линэстеразу не было обнаружено. 

Данные о силе антихолинэстеразного действия [50-25 про- 
тиворечивы. По свидетельству Лассло и др. (Г.аззю её а|., 1960), 
это вещество тормозит холинэстеразу человеческой сыворотки 
на 50% в концентрации 3,4 . 10-7 М. В то же время Фрид и Ан- 
топол (Емеа, Атйоро!, 1957) на таком же препарате холинэсте- 
разы показали, что 50%-ное угнетение достигается только при 
концентрации 1-50-25 около 1.. 10-6 М, а в низких концентра- 








и | 
трации 4,7. 109 М оно повышало разы на 
0 
. аи способностью угнетать ев о 
также серотонин (Газзю, 1961; Еней, Атюро!, 1957; Ригпка, 
Еигиуса, 1961). По мнению некоторых исследователей (Арнзоп, 
1962), именно эта способность лежит в основе механизма его 
биологического действия. - 

Многими авторами показано антихолинэстеразное действие 
производных фенотиазина, применяемых в качестве психотроп- 
ных веществ. К ним относятся хлорпромазин (аминазин), про- 
мазин, сецерган, тиопропазат, дипаркол, фенерган, мультерган 
и др. (НоЁ$ее, 1960; Уз е{ а1., 1961). Торможение истинной хо- 
линэстеразы этими веществами протекало по смешанному типу, 
а торможение ложной холинэстеразы было главным образом 
конкурентным (Оз@ш, 1961). Антихолинэстеразная активность 
хлорпромазина не очень высока: его |5 для холинэстеразы моз- 
га крыс составляет 1,1. 10-4 М (Зобаппеззоп, Гаизеп, 1961), а 
для холинэстеразы человеческой сыворотки 5.10-5 М (Рнед, 
Аторо!, 1957), тем не менее, некоторые авторы (Ловапппеззот, 
Га\у’зеп, 1961) именно этим свойством хлорпромазина пытаются 
объяснить «парадоксальное», возбуждающее действие, кото- 
рое как побочный эффект иногда наблюдается при его терапев- 
тическом применении. Способность хлорпромазина подавлять 
как ложную, так и истинную холинэстеразу мозга была под” 
ты гистохимическими исследованиями (\/естапи ей а|., 


Некоторые производные акридина — вещества, близкого по 
строению к фенотиазину, тоже обладают способностью уГНе 
тать холинэстеразу. В последнее время было показано, что вы` 
раженным антихолинэстеразным действием характеризуется 
такрин (1, 2, 3, 4-тетрагидро-5-аминоакридин) — вещество, К0- 
торое ш \!\о пролонгировало действие мышечного релаксанта 
сукцинилхолина, р1зо такрина для истинной холинэстеразы 60° 
ставлял 6,2, а для ложной — 7,6 (НеЙЬгопи, 1961). 

В опытах ш УЙго было показано, что ложная холинэстераза 
мозга отчетливо тормозится под действием тофранила (Глиза{- 
40, Ваше, 1962). 

ыраженным антихолинэстеразным действием обладают не- 


которые алкалоиды различного строения. Так, магнолин угне- 
тает истинн 


ую холинэстеразу на 50% в концентрации около 
5. 10-6 М. На ложную холинэстеразу он действует несколько 
слабее: 15 = 2,5.10-4 (М. А. Толстая и М. Д. Машковский, 
1950; М. Д. Машковский и др., 1950). Алкалоид подснежника — 
галантамин (нивалин) — получил практическое применение В 
качестве антихолинэстеразного вещества (М. Д. Машковский, 
1955; М. Д. Машковский и Р. П. Кругликова-Львова, 1961; 
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Н А. Шенк и др. 1956; В. С. Лобзин, 1960). Сравнительное 
исследование антихолинэстеразного действия различных произ- 
водных галантамина показало, что йодметилирование галанта- 
мина несколько повышает (приблизительно в 4 раза) его спо- 
собность угнетать холинэстеразу. Иодметилат имел 1 =7: 
‚ 10-5 М для ложной холинэстеразы и 7.108 М для истинной 
холинэстеразы. Другие изученные производные (галантаминон, 
апогалантамин и ликорамин) действовали значительно слабее 
(Во1зз1ег, Гезгоз, 1962). 

Еще более эффективным ингибитором ложной холинэстера- 
зы оказалась смесь алкалоидов, полученных из самшита 
(ш=2.-10-8 М). Истинная холинэстераза была значительно 
более устойчивой к этим алкалоидам (10 = 2,5. 10 М) (Уш- 
сет, Рагапф, 1954). 

Значительно менее выраженным антихолинэстеразным дей- 
ствием (150 = 10-3 — 104 М) обладают тиамин (витамин В!) и 
его пирофосфат (Ое, 1955; @]опе, Зкгат${а4, 1955); азотистые 
иприты, применяемые в настоящее время в качестве противо- 
опухолевых средств (Ваш, 1950; Ви|оск, 1955, 1956); фенадон, 
лидол, морфин (М. Д. Машковский и М. А. Толстая, 1950); ме- 
тадон (Еа@е её а|., 1948;) витамин Е (Меег е{ а|., 1951); стрих- 
нин, никотин (Вайт, 1950) и другие вещества. Нет никаких ука- 
заний на то, что биологические эффекты этих веществ связаны 
с их способностью угнетать холинэстеразу. Подробная сводка 
данных о способности самых различных соединений угнетать 
холинэстеразу приведена в обзоре Лонга (Гопв, 1963). 


ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИЕ СОЕДИНЕНИЯ 


ОТКРЫТИЕ И ЗНАЧЕНИЕ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ 


Первые органические производные фосфорной кислоты — 
метил-, диметил- и триметилфосфины — были синтезированы 
Тенаром (ТНепаг4) в 1847 г. На первых порах эти соединения 
не были исследованы более подробно, так как они оказались 
очень ядовитыми веществами и обладали способностью само- 
воспламеняться в воздухе. В последней четверти ХХ в. боль- 
шое число фосфорорганических соединений (ФОС) ароматиче- 
ского ряда было описано Михаэлисом и его сотрудниками 
(М!свае|з, 1876). 

В 1905 г. А. Е. Арбузов открыл новый путь получения эфи- 
ров алкилфосфиновых кислот, получивший название «перегруп 
пировки Арбузова». Этот путь послужил основой для ег 
шего широкого синтеза и изучения органических соединений 
фосфорной кислоты, проводившегося главным образом А.Е т 

Узовым и его школой. В 1931 г. А. Е. и Б. А. Арбузовыми (Ар- 
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бузов А. и Арбузов Б.. 1932; Арбузов Б., 1957) впервые были 
получены эфиры пирофосфористой, а также моно- и дитиопи. 
рофосфорных кислот и выделен в чистом виде этиловый эфир 
пирофосфорной кислоты. Е 

В 1939 г. Ланге и Крюгер (Гапое, Кгизег) синтезировали 
ряд алкиловых эфиров фторфосфорной кислоты, которые впо- 
следствии получили название эфиров Ланге (А. А. Покровский, 
1948). Эти соединения обладали весьма высокой физиологиче- 
ской активностью. Вдыхание их паров через несколько минут 
приводило к затруднению дыхания, нарушению зрения, повыше- 
нию чувствительности глаз к свету и другим расстройствам. Ра- 
боты в направлении дальнейшего синтеза ФОС получили свое 
развитие в исследованиях Шрадера (1953), занимавшегося изы- 
сканием новых инсектицидов в области фторорганических и 
фосфорорганических соединений. Сначала он получил соедине- 
ния типа В-—№М—5$0,, В-$О5Е и КО—$О.Е, которые характе- 
ризовались соответственно следующими атомными группиров- 
ками: М—5—Е, С—5—ЕиО—$—Е.В дальнейшем центральный 
атом серы был заменен на фосфор. В ходе исследований было 
установлено, что присутствие фтора не обязательно для прояв- 
ления ядовитых свойств. В общей сложности Шрадер синтези- 
ровал более 2000 фосфорных соединений, которые были изу- 
чены с точки зрения их физиологического действия. 

В 1940 г. в Кэмбридже Килби (КИБу) синтезировал диме- 
тил- и диэтилфторфосфаты, которые оказались высокотоксич- 
ными веществами, вызывавшими при отравлении очень быстрое 
(через несколько минут) наступление смерти. Это послужило 
началом большой серии химических и токсикологических изы- 
сканий, направленных на поиски новых, еще более токсических 
соединений. В Англии синтетические работы в этой области ве- 
лись под руководством Мак Комби и Саундерса (МсСотЫе, 
Зациаегз, 1946). а 

Важнейшее биохимическое свойство ФОС — их способность 
угнетать холинэстеразу — впервые было открыто группой ан- 
глийских исследователей в 1941 г. Результаты этих работ были 
опубликованы в 1947 г. (А4мап, Ее@Беге, КИБу, 1947). 

ысокая токсичность отдельных представителей ФОС при- 
влекла к себе внимание военных химиков некоторых капитали- 
стических стран, в результате были получены новые ОВ, кото- 
рые за рубежом получили название «нервных газов». Подроб- 
ные сведения по токсикологии этих ОВ применительно к зада- 
чам санитарно-химической защиты и аж 
щих ководствах (Ю. В. 59; А. А. Степанов и 
В. Н. Попов, 1962). Пр 

В послевоенные годы исследование ФОС продолжалось и 
развивалось во многих странах и в настоящее время достигло 
исключительно широкого размаха. Это легко объяснить тем 
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большим и все более расширяющимся интересом, который пред- 
ставляют ФОС для самых различных областей науки и народ- 
ного хозяйства. Е | 

Наиболее важной и распространенной формой практиче- 
ского применения ФОС является использование их в качестве 
инсектицидов для борьбы с вредителями сельского хозяйства. 
Не менее важно их применение в таких технологических про- 
цессах, как флотация руд, полимеризация, производство рас- 
творителей, негорючих пластмасс и др. В последнее время было 
установлено, что многие ФОС являются активными полифунк- 
циональными присадками. к смазочным маслам; они совмещают 
в себе свойства моющих, антикоррозийных и противоизносных 
присадок и к тому же являются деэмульгаторами, антиокисли- 
телями и депрессорами (П. И. Санин и др., 1962). 

Значительную роль играют ФОС в практической и теорети- 
ческой медицине. ФОС уже применяются как лекарственные 
руплирь средства для лечения глаукомы, миастении, атонии кишечника. 





тральны В дальнейшем возможно их использование в качестве средств 
НИЙ бы родоускорения, для химиотерапии туберкулеза и рака, для сти- 
ЛЯ Пров муляции высшей нервной деятельности при. психических забо- 


леваниях и т. д. Чрезвычайно велико значение ФОС в теорети- 
ческих исследованиях, посвященных анализу функции нервной 
системы, созданию эскпериментальных нарушений этой функ- 
ции, исследованию механизма действия ферментов и др. 


СТРОЕНИЕ И ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 





Химическое строение подавляющего большинства фосфор- 
содержащих инсектицидов и других ФОС, обладающих высо- 
кой физиологической активностью, может быть выражено сле- 
дующей схематической формулой: 

















В, и В. могут быть различными или одинаковыми алки- 
лами, алкоксилами или алкиламинами. Х представляет собой 
обычно остаток неорганической или органической кислоты. Ча- 
ще всего это фтор или другие галогены, СМ, а также остаток 
нитрофенола или другого гидроксилзамещенного ароматического 
или гетероциклического ряда. Имеется большая группа фосфор- 
органических инсектицидов, в Которых на месте Х находится 
остаток замещенной фосфорной кислоты. В таком случае все 
соединение представляет собой производное пирофосфата или 


другого более сложного полифосфата. 
В настоящее время известны десятки тысяч отдельных пред- 


ставителей ФОС, и дать их полный список не представляется 
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ВОЗМОЖНЫМ, 
днем. 


Ниже приводится краткая общая характеристика лишь не. 


большого числа отдельных представителей ФОС, наиболее ча. 
сто упоминаемых в этой книге. 

Одним из наиболее широко изученных ФОС и наиболее рас. 
пространенным во всякого рода теоретических исследованиях 
является диизопропилфторфосфат (ДФФ): 


СН, 7х) 


к с.н,0/ Е 
ДФФ 


ДФФ представляет собой бесцветную жидкость с характер- 
ным запахом. Температура кипения ДФФ 71° при 10 мм рг. ст. 
Вещество ограниченно растворимо в воде. При опрыскивания 
тли в концентрации 0,05% вызывает 100%-ную гибель насеко- 
мых. В токсикологических работах ДФФ обычно используется 
в качестве стандартного вещества при сравнительных опреде 
лениях токсичности и инсектицидного действия. 

ДФФ принадлежит к большой группе диэфиров фторфос- 
форной кислоты, которым посвящены обширные исследования 
(Зацом, 1951), позволяющие в настоящее время установить не- 
которые закономерности между химическим строением соеди- 
нений этого типа и их токсичностью. 

Оказалось, что диэфиры с разветвленной цепью являются 
более токсичными, чем с неразветвленной. При этом ветвление 
цепи У углерода, соединенного с кислородом, придает соедине“ 
нию более высокую токсичность, чем ветвление в конце цепи. 
Замена атома фтора на`хлор, циан, тиоциан или метиламино- 
группу значительно снижает общую токсичность и миотическое 
действие. Введение одной или нескольких метиленовых групп 
между атомами фтора и фосфора также резко уменьшает ток- 
сичность. Замена кислорода в алкоксигруппе на серу тоже с0° 
провождается падением токсичности. Замена одной или двух 
алкоксигрупп на диметиламиногруппу, наоборот, приводит к 
увеличению токсичности; однако соединения с двумя диметил- 
аминогруппами, как, например, гамон, при выраженной токсич- 
ности совершенно не обладают миотическими свойствами: 


(СН): Ро 
(СН. м \в 
ГАМОН 


Среди веществ этой группы необходимо упомянуть 0 двух 
высокотоксичных соединениях — табуне и зарине, которые, ыы 
синтезированы в Германии во время второй мировой войны 1 
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тем более, что число их возрастает с каждых ? 





_9ю вещество. п 
раную Жидкость. 
169—170’ при | мл 








начались для использования в кач ‹ 
предназ 1 ты естве химического 
р я (Зайог, 1951; О’Внеп, 1960): 


оружи : 
(СНз)› А ро = р) 
С»Н5О/ см сн/ \е 
ТАБУН ЗАРИН 


Оба вещества в чистом виде представляют собой бесцветные, 
летучие жидкости. Пары табуна обладают слабым фруктовым 
запахом. При 25° для насыщения 1 м3 воздуха требуется около 
600 г табуна и 12 г зарина (КопагИзет, 1956). 

Типичным . представителем группы фенилдиалкилфосфатов 
является фосфакол: : 


С.Н; О Ге) 
К 
С.Н О О 90а 
ФОСФАКОЛ 


Это вещество представляет собой светло-желтую маслооб- 
разную жидкость со слабым запахом. Температура кипения 
169--170° при 1 мм рт. ст., 4 = 1,274. Фосфакол плохо раство- 
рим в воде (приблизительно 1: 1000); но хорошо растворяется 
в обычно применяемых органических растворителях. Водные 
растворы фосфакола в нейтральной среде чрезвычайно устой- 
чивы. По имеющимся данным, скорость его гидролиза в воде 
в 25000 раз меньше, чем скорость гидролиза ТЭПФ. 

Фосфакол обладает широким спектром инсектицидного дей- 
ствия, однако не получил распространения в качестве инсекти- 
цида ввиду своей высокой токсичности для человека и живот- 
ных. Он легко проникает через кожу человека и может быть 
причиной тяжелых отравлений. 

Растворы фосфакола нашли применение в качестве эффек- 
тивного средства для лечения глаукомы. 

Тиоаналог фосфакола — тиофос (паратион) лишь с трудом 
может быть получен в чистом виде. В обычных условиях он 
представляет собой смесь изомеров, в которую в качестве глав- 
НОЙ составной части входит тионовый изомер (собственно тио- 
фос), но где содержится также некоторое количество тиоэтиль- 
ного и тиофенильного изомеров: 


О о. 
с.н50/ “0—<_У—№0, 
ТИиОФОоС (ТИОНОВЫЙ ИЗОМЕР) 


СьНьЗ ре Ч { 
с.н.о МОСьН. МО» С.Н О $С8Н, ХО, 
тиоэтильный ИЗОМЕР ТИОФЕНИЛЬНЫЙ ИЗОМЕР 
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Технический препарат содержит до 80% тиофоса и п 
вляет собой темно-коричневую жидкость с сильным чес 
запахом, обусловленным примесями. Температура кипения 
115—117° при 0,03 мм рт. ст. В обычных органических Раствори. 
телях тиофос растворяется хорошо, растворимость в воде 
0,015—0,02 г/л при 20°. В практике применяются 1%-ный дует 
препарата и 30$-ная эмульсия, которая разводится водой До 
рабочих концентраций растворов (Е. И. Спыну, 19576). 

Исследования Диггла и Гэйджа (01561, асе, 1951) пока. 
зали, что только два последних соединения — тиоэтильный и 
тиоэфенильный изомеры — обладают мощным антихолинэсте- 
разным действием и придают всей смеси ее специфические 
свойства. По данным Килби (КПБу, 1954), Р=$ изомер 
тиофоса, будучи введенным в огранизм кролика, приобретает 
антихолинэстеразную активность, которой он был лишен ранее. 
Это изменение свойств может быть связано с ферментативной 
изомеризацией тиофоса, в результате чего возникают активные 
тиоэтильный и тиофенильный изомеры, или с окислением пре- 
парата в фосфакол. В связи с этими превращениями для дан- 
ного соединения характерно более медленное развитие интокси- 
кации по сравнению’ с отравлением фосфаколом. 

Тиофос значительно менее токсичен для животных, чем фос- 
факол, но обладает превосходно выраженными инсектицид- 
ными свойствами. Он характеризуется широким спектром ин- 
сектицидного действия и по многим соображениям удобен для 
практического применения. Все это привело к широкому рас- 


пространению тиофоса в качестве ценного средства для борьбы 
с сельскохозяйственными вредителями. 


СН 73 ь 
но“ Зо ИА 5 


Редста. 
НОЧНЫ 


| 

| СН 
р 

ПОТАЗАН СН; 


Заслуживает упоминания инсектицид потазан, который 
представляет собой бесцветный кристаллический порошок с 
температурой плавления 38° и 4 = 1,260. Потазан плохо рас- 
творим в воде, но растворяется в большинстве органических 
растворителей. Он сравнительно мало токсичен для животных, 
но обладает избирательным действием в отношении картофель- 
ного жука. Это делает его весьма ценным практическим сред- 
ством, так как эти насекомые обладают выраженной устойчи- 
Е многим инсектицидам — например, к тиофосу (Шра- 
дер, , 
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Близкий к потазану по строению М№-метилхинолинийдиэтил- 
осфат представляет собой чрезвычайно токсичное соединение 
и-является одним из наиболее мощных ингибиторов холинэсте- 
азы среди ФОС. В концентрации 3: 10-0 М он угнетает ак- 
тивность истинной холинэстеразы на 50%. 


с,Н.о 


Е 
М-МЕТИЛХИНОЛИНИЙДИЭТИЛФОСФАТ 


Представляет интерес большая группа ФОС, содержащих в 
группе Х меркаптопроизводные. Среди них встречаются соеди- 
нения, имеющие как группировку Р=О, так и Р=5. Многие 
из них нашли широкое применение в качестве инсектицидов. 
Среди главных представителей этой группы можно назвать си- 
стоке, изосистокс, тимет, малатион и другие. 


= СО уз Со /о 
НЫ, Чен сн” МОСНЬСН:8 СН: сн; У8СН»СНа$С:Нь 
КТ 


систокс изосистокс 


саН:0. иЗ сньо. иЗ 
сун,о/_ У$СН,8 СН; сн.о/ \$—СНСООС,Н: 


СН›СООС:Н; 
ТИМЕТ МАЛАТИОН 


Большинство веществ этого типа обладают сравнительно 
низкой токсичностью для млекопитающих и вместе с тем вы- 
сокоэффективны в отношении многих видов насекомых. 

: Введение в молекулу соединений этого типа положительного 
заряда путем превращения сульфидной серы в сульфониевую 
(например, с помощью сульфометилирования) значительно по- 
вышает их антихолинэстеразную активность, токсичность и био- 
логическую эффективность. Наиболее изучены подобные пре- 
вращения для производных этоксиметилфосфиновой кислоты: 


20 СЬН5О\\ до З94СН; 
сн.// \$СНЬСН»$ СН» сн./ ‘Увсныснузбьнь 


сн. 
ГД ГД-42 


Например, при переходе от Гд-7 к Гд-42 антихолинэстераз- 
ная активность возрастает в 3500 раз (В. А. Яковлев иР. И. Вол- 
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кова, 1962), а некоторые показатели биологической 
сти — например, способность вызывать остаточную ко 
ру мышцы после сокращения, вызванного непрямым раздраже. 
нием, или способность сенсибилизировать мышцу к ацетилхо. 
лину — в 8—10 тысяч раз (Р. И. Волкова и др., 1961). Е 

Среди ФОС, имеющих в своей молекуле положительный за. 
ряд, необходимо упомянуть группу соединений, ЯВЛЯЮЩиИхся 
производными холина или тиохолина и поэтому особенно близ. 
ких по строению к естественному субстрату холинэстеразы — 
ацетилхолину (ТаштеНп, 19586). Эти соединения называют 
фосфорилхолинами. Холиновый остаток может представлять со- 
бой группу Х, связанную с фосфором ангидридной связью (ме- 
тилэтоксифосфорилтиохолин), но может быть и одной из групп В 
(метилфторфосфорилхолин). 


С,Н;5О 


активно. 
Нтракту- 


а: > 
сн,” \$СН,СН, (СН, 
МЕТИЛЭТОКСИФОСФОРИЛТИОХОЛИН 


(СН): меньсно, „о 


сн. \в 
МЕТИЛФТОРФОСФОРИЛХОЛИН 


Многие из веществ этого типа отличаются исключительно 
высокой токсичностью и антихолинэстеразной активностью. 

Интересна группа не содержащих серы инсектицидов, у ко- 
торых остаток Х представляет собой производное непредель- 
ного углеводорода. Многие из веществ такого типа — например, 
ДДВФ, фосдрин и др. — имеют широкое практическое примене- 
ние в сельском хозяйстве. 


СНзО 


20 сн:о. р) 
сн: Мосн=ссь СН:о/ \о—с-—снсоосн, 
] 
СН; 
ДДВФ ФОСДРИН 


Среди ФОС, являющихся п 
кислоты, в первую оче 
траэтилпирофосфат) 


роизводными пирофосфорной 
редь необходимо упомянуть ТЭПФ (те- 


(©) (©) 
| 
С,Н;О у . в 1 ‚„оСьН; 
с.Н.О \ос,н; Е 
ТЭПФ 


ТЭПФ был впервые получен Мошниным в лаборатории 
Вюрца в 1850 г. 


(Шрадер, 1953). Позже другим методом его 
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синтезировали А. Е. и Б. А. Арбузовы (1932). ТЭПФ представ- 
ляет собой жидкость с приятным запахом, смешивающуюся с 
водой; обладает выраженной гигроскопичностью. Температура 
кипения 140—142° при 2 мм рт. ст., а = 1,184. ТЭПФ более ток- 
сичен для тли, чем ДФФ, и 100%-ную гибель вызывает при 
опрыскивании в концентрации 0,001%. ТЭПФ высокотоксичен 
для ЖИВОТНЫХ. 

Описан также гексаэтилтетрафосфат, представляющий со- 
бой смесь этилполифосфатов довольно неопределенного состава. 
Действующим началом этой смеси является ТЭПФ. 

Гексаэтилтетрафосфат под названием бладан получил широ- 
кое распространение в качестве полноценного заменителя ни- 
котина для уничтожения тлей, гусениц и других вредителей 
растений. По физическим свойствам бладан — густая смолооб- 
разная жидкость желто-бурого цвета. Он сильно гигроскопи- 
чен, смешивается с водой во всех отношениях и хорошо рас- 
творяется во многих органических растворителях, а 

Очень близок к ТЭПФ по строению фосарбин (пирофос), ко- 
торый отличается от ТЭПФ только тем, что один из кислоро- 
дов, связанных с фосфором двойной связью, замещен на серу: 


$ о 
сан: | „ОСН 


—О-Р 
с.н;0/ \ос.н, 
ФОСАРБИН 


Фосарбин обладает выраженным антихолинэстеразным дей- 
ствием и в настоящее время широко изучается в качестве воз- 
можного средства для лечения глаукомы, послеоперационных 
парезов и параличей кишечника, периферических параличей 
при невритах лицевого и лучевого нервов и др. (Б. Б. Шугаев, 
19576; В. Н. Асекритова, 1962). 

Значительный интерес представляет группа замещенных 
амидофосфатов, у которых амидная группа является общей для 
двух остатков фосфорорганических кислот. Благодаря этому их 
можно рассматривать как аналоги пирофосфорной кислоты, в 
которых связь между двумя атомами фосфора осуществляется 
не за счет кислорода, а за счет азота. Среди веществ этого ряда 
многие обладают выраженной инсектицидной активностью и в 
низких концентрациях угнетают активность холинэстеразы 
(Б. Б. Шугаев, 1957а, 6). Типичным представителем этой груп- 
пы соединений может служить этил-бис-(диэтилфосфорил)- 
амид (А-1): 

о сн, © 
сн! | рос 


сн. \ос,н, 
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Производным пирофосфорной кислоты является также шра- 
дан (октаметил, ОМПА), который широко применяется в каче. 
стве инсектицида: 

о (6) 
| | м(СН 
(СНз)› о = (СНз) 


(сн, м” “М (СН) 
ШРАДАН 


Шрадан в чистом виде лишен антихолинэстеразных свойств, 
но приобретает их, попав в организм животных. При этом про- 
исходит ферментативное окисление шрадана, в результате чего 
он превращается в весьма токсичное и обладающее выражен- 
ным антихолинэстеразным действием соединение (Саз!Ча е{ а|., 
1954). 

К числу веществ, приобретающих  антихолинэстеразные 
свойства только в организме животных или при инкубации со 


срезами тканей, относится также триортокрезилфосфат 
(ТОКФ): 


В этом разделе были перечислены и кратко охарактеризо- 
ваны лишь немногие представители обширного класса ФОС. 
Упомянутые здесь соединения, а также некоторые другие бу- 
дут более подробно разобраны в последующих главах книги. 


ОБЗОР ХИМИЧЕСКИХ СВОЙСТВ 


ФОС относятся к веществам с чрезвычайно высокой реак- 
ционной способностью и охотно вступают в реакции самого 
различного типа. Подробные данные по этому вопросу приве- 
дены в ряде монографий и обзоров (Г.агззоп, 1958; О’Внеп, 
1960; Сондерс, 1961; Неа{н, 1961, и др.). Здесь мы кратко рас- 
смотрим лишь те реакции, которые имеют. непосредственное 
отношение к судьбе ФОС в организме и к механизму их биоло- 
гического действия. Главная реакция, в которую особенно лег- 
ко вступают ФОС и которая определяет их биологическую ак- 
тивность и, в частности, их токсичность, а именно реакция фос- 


форилирования холинэстеразы, будет рассмотрена в следующей 
главе. 
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ФОСФОРИЛИРОВАНИЕ 


ФОС обладают способностью фосфорилировать не только 
холинэстеразу, но и многие значительно более просто построен- 
ные соединения. 

Яндорф и др. (Зап4огЕ ей а|., 1952) показали, что ДФФ легко 
реагирует с пирокатехином и другими полифенолами, имею- 
щими рядом расположенные ОН-группы. Реакция протекает по 
следующей схеме: 


ОН О ОН (@) 
— | = | 
< У-он-+в-Р (сани, — < У-о-РСьНУ, НР 

Образующийся в результате реакции эфир был выделен и 
идентифицирован. Оказалось, что с пирокатехином реагирует 
только | молекула ДФФ, хотя наличие второго незамещенного 
гидроксила является обязательным условием для протекания 
реакции. Есть основание полагать, что пирокатехин реагирует 
в ионизированном виде (в форме фенолята), так как при уве- 
личении РН скорость реакции возрастает. С такой же скоро- 
стью, как пирокатехин, с ДФФ реагировал 3, 4-диоксифенил- 
аланин, а пирогаллол и галловая кислота реагировали еще бы- 
стрее. 

Аугустинссон (Ацои$Низзоп, 1952) показал, что по такой же 
схеме протекает реакция полифенолов с табуном. Им отмечена 
выраженная способность табуна взаимодействовать с адрена- 
лином. Берри и др. (Веггу её а|., 1955) опубликовали данные 
0 способности зарина вступать во взаимодействие с самыми 
различными веществами. Реакция зарина с исследуемыми ве- 
ществами оценивалась по их способности защищать холинэсте- 
‘разу от инактивирующего влияния зарина. Из большого числа 
испытанных веществ выраженным защитным действием обла- 
дали только 3, 4-диоксифенилаланин и некоторые его производ- 
ные, а также пирокатехин и 1,2, 4-триоксибензол. Диоксифе- 
нилаланин защищал холинэстеразу также от инактивирующего 
действия этильного гомолога зарина, табуна и других фосфор- 
органических соединений. 

Ашболт и Райдон (АзНЬой, Ву4оп, 1957) изучали прямое 
взаимодействие некоторых ФОС с аминокислотами. Они пока- 
зали, что в мягких условиях (температура 38°, рН = 7—8) ДФФ 
хорошо реагирует с гидроксильной группой тирозина, а ТЭПФ, 
кроме того, с аминогруппой фенилаланина и с амино- и гидро- 
ксильной группами серина. Продукты реакции были выделены 
и идентифицированы. Оказалось, что реакция состоит в фос- 

орилировании соответствующих групп аминокислот. 

По данным Вагнер-Яурегга и соавт. (\аспег-Лаигеос, НаскК- 
1еу, 1953), ДФФ может реагировать также с азотом пиридино- 
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вого или имидазольного ядра. Автор предложил следующую 
схему реакции: 


(6) 
[ м=ен 1 
=сн 
. СН дн РЕРОСЬНЬ,, | | \М-Р(ос.н)), | -#9 
т нс=снх 
| 
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— (ср МН+НО-Р (ОСН, 


По этой схеме промежуточный продукт (1) — фосфорилиро- 
ванный имидазол — является нестойким соединением и легко 
подвергается гидролизу с образованием имидазола и диизопро- 
поксифосфорной кислоты. Таким образом, имидазол можно 
рассматривать как катализатор гидролитического расщепления 
ДФФ. Аналогичным образом происходит взаимодействие ФОС 
с гидроксиламином. Яндорф (Тапдо!|, 1956) показал, что зарин 
и ДФФ быстро реагируют с гидроксиламином в мягких условиях 
(РН = 7,5; 25°). Эта реакция протекает в два этапа. На первом 
этапе происходит фосфорилирование гидроксиламина и отщеп- 
ляется фтористоводородная кислота. На втором этапе фосфо- 
рилированный продукт вступает во взаимодействие еще с дву- 
мя молекулами гидроксиламина, в результате чего образуется 


изопропоксиметилфосфиновая кислота и выделяются азот, ам- 
миак и вода: 


о о 
НА НОМН, —> НР ОНИ, НЕ (1) 
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Таким образом, и здесь в конечном счете образуется продукт 
гидролиза зарина, но гидроксиламин не выходит из реакции в 
неизмененном виде, как это происходило с имидазолом, а раз- 
рушается полностью. 

При действии ФОС на некоторые производные гидроксила- 
мина образуются стойкие фосфорилированные продукты. Так, 
взаимодействие зарина с амидоксимами типа ВС (МН.) = МН 
приводит к образованию устойчивых к гидролизу веществ, 
имеющих строение КС(МН›) = МО—РО(СНз) ОСзН? (Р1арт- 
бег, Оужепз, 1956), 
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ГИДРОЛИЗ 


Все ФОС с разной степенью легкости подвержены реакции 
гидролитического расщепления. Теоретически любая группи- 
овка, соединенная с атомом фосфора, может отщепиться под 
действием воды, но легче всего, особенно в щелочных усло- 
виях, отщепляется группа Х, соединенная с фосфором ангидрид- 
НОЙ СВЯЗЬЮ. 

Труднее всего отщепляются алкоксигруппы. Направление 
гидролиза в очень большой степени зависит от рН среды. Ярче 
всего это видно на примере табуна, который в кислой среде 
распадается с отщеплением диметиламиногруппы, а в щелоч- 
образует синильную кислоту (Т.агззоп, 1952; Нойизеа%, 
1951): 


С.Н; 0 
Хх 
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Практически наибольший интерес представляет разрыв ан- 
тидридной связи, так как этот путь гидролиза свойствен всем 
ФОС, и именно по этому пути чаще всего происходит их фер- 
ментативное разрушение в организме. Скорость спонтанного 
гидролиза различных ФОС варьирует в очень широких преде- 
лах. Например, табун гидролизуется в 10 млн. раз быстрее, чем 
фосфакол (Неа, 1956). 

Наиболее полно изучен щелочной гидролиз ФОС, осущест- 
вляемый под действием гидроксильных ионов. Он представляет 
собой нуклеофильную реакцию замещения, при которой гидро- 
ксил замещает собой ангидридную группу Х. Можно предста- 
вить себе, что гидроксильный ион, обладающий резко выражен- 
ными нуклеофильными свойствами, внедряется в молекулу ФОС 
и присоединяется к атому фосфора, который, как известно, со- 
держит некоторый избыток положительного заряда благодаря 
поляризации Р=О группы. При этом ангидридная связь Р-Х 
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становится более слабой, остаток Х отщепляется и на его месть 
становится гидроксил: 


25 р ® 
КИ Нор Ре а 
но- + — ее 
р’ Хх ый в” “он 


Щелочной гидролиз ФОС протекает по бимолекулярному 
механизму, т. е. скорость его пропорциональна концентрации 
обоих участников реакции: ФОС и гидроксильных ионов. По- 
этому мерой скорости гидролиза может служить константа ско- 
рости второго порядка. Из приведенной схемы видно, что ско- 
рость гидролиза зависит от величины положительного заряда у 
атома фосфора, и поэтому при одной и той же группе Х должна 
зависеть от характера других заместителей у фосфора, природа 
которых может существенно влиять на величину этого заряда. 
Известно большое число исследований, в которых изучалась 
зависимость скорости щелочного гидролиза ФОС от их строе- 
ния. Хорошая сводка этих данных приведена в монографии 
Хита (Неа, 1961). 

Выраженное замедление скорости гидролиза происходит при 
переходе от фосфатов к фосфотионатам, т. е. при замене группы 
Р=О на Р=$. Например, паратион гидролизуется в 10 раз 
медленнее, чем фосфакол. В то же время замена эфирного кис- 
лорода на серу, т. е. переход от фосфата к фосфотиолату, со- 
провождается очень резким ускорением гидролиза. Так, соеди- 
нение (С»Н5$) (СНз)Р(О)Е гидролизуется в 320 раз быстрее, 
чем его кислородный аналог (С-Н5О) (СНз)Р(О)Е; $-этильный 
изомер паратиона (С›Н5$) (С›Н5О)Р (О) ОСН. МО. имеет кон- 
станту гидролиза в 470 раз более высокую, чем фосфакол, от- 
личающийся от него только тем, что вместо серы он содержит 
кислород. Замена алкоксигрунпы на диалкиламиногруппу рез- 
ко тормозит гидролиз. Например, диэтилфторфосфат 
(С-Н5О)›Р (О)Е гидролизуется в 2100 раз быстрее, чем бис-(ди- 
этиламино) -фторфосфат [(С›Нь) ›МЬР (О)Е. В алкилфосфатах с 


увеличением размеров алкильного радикала скорость гидро- 
лиза снижается в ряду: 


СН СН: =1-=СН.. 


Водный гидролиз многих ФОС может быть значительно 
ускорен добавлением различных катализаторов. В разделе 
«Фосфорилирование» уже отмечалось, что имидазол и гидрокси- 
ламин можно рассматривать как катализаторы гидролиза ФОС, 
потому что продукты фосфорилирования этих веществ под дей- 
ствием ФОС нестойки и быстро спонтанно разрушаются с об- 
разованием продуктов гидролиза ФОС. Точно по такому же ме- 
ханизму происходит ускорение гидролиза ДФФ и зарина под 


100 








ОТ ИХ Ст» 
Монографи 





СОДИ 
мене гру 
яв 0% 






























действием гидроксамовых кислот. Хакли и др. (Насеу её а|., 
1955) исследовали влияние более чем 30 подобных кислот и по- 
казали, что многие из них очень резко ускоряют гидролиз ФОС. 
Например, в присутствии бензгидроксамовой и никотингидро- 
ксамовой кислот период полураспада ДФФ в воде уменьшался 
с 2500 до 20—22 мин. В случае гидролиза зарина наиболее ак- 
тивные из изученных соединений снижали период полураспада 
с 30 до 1—2 мин. В исследованном ряду соединений четвертич- 
ные аммониевые производные оказались худшими катализато- 
рами, чем их третичные аналоги. Так, в присутствии изонико- 
тингидроксамовой кислоты период полураспада ДФФ состав- 
лял 28 мин, а в присутствии ее йодметилата — только 73 мим. 
Многие альдоксимы и кетоксимы (пиридинальдоксим, моноизо- 
нитрозоацетон, диацетилмоноксим и др.) тоже оказались вы- 
раженными катализаторами гидролиза ФОС. Некоторые из них 
чрезвычайно сильно (в несколько тысяч раз) ускоряли гидро- 
лиз ДФФ, ТЭПФ, зарина и фосфакола (Сгееп её а|., 1958; 
Отееп, ЗтИВ, 1958). 

Изучение зависимости этого эффекта от рН показало, что 
во всех случаях действующим началом является анион оксима, 
так как скорость реакции не зависела от концентрации неиони- 
зированной формы, но всегда была пропорциональна концен- 
трации аниона (Огееп, ЗауШе, 1956). 

Многие неорганические анионы тоже обладают способно- 
стью катализировать гидролиз ФОС. По данным Аугустинссона 
(АцсизНиззой е{ а|., 1958), ионы [Мо (Мо!) в ускоряли гидро- 


лиз табуна почти в 12 раз, ионы Мо0` — на 175%, \МО:` — на 


159%, УО, — на 81%, СгО` — на 52%. В то же время ионы 
фтора практически полностью тормозили гидролиз табуна. 

Чрезвычайно эффективными катализаторами гидролиза 
ФОС оказались внутрикомплексные соединения (хелаты) меди 
(\!ариег-Лаигесо еЁ а|., 1955). Было показано, что при приме- 
нении  эквимолекулярной смеси комплексобразователя и 
Си1$0; лизин снижал скорость полураспада ДФФ с 2500 до 
23 мин, треонин — до 18 мин, имидазол — до 14 мин, гисти- 
дин — до 8 мин, а самый эффективный — а, а-дипиридил — до 
4,5 мин. С увеличением РН скорость гидролиза возрастала. Вну- 
трикомплексные соединения кобальта и никеля оказались зна- 
чительно менее эффективными, а хелаты железа и марганца 
совсем не ускоряли гидролиза ДФФ: 

При обсуждении реакций гидролиза ФОС необходимо упо- 
мянуть о таких соединениях, которые в кислотной группе Х со- 
держат сложноэфирную связь. Разрушение этой связи, сопро- 
вождающееся появлением карбоксильного иона, делает всю 
молекулу более прочной и менее подверженной дальнейшему 
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гидролизу. Типичным примером таких соединений Может 
служить фосдрин: 
СНз0. (6) 
Ане не У» 
сн.о” “о—с=снсоосн, СНзО о—С-сн—с00- 
| 


СН; СН; 
ФОСДРИН ФОСДРИНОВАЯ КИСЛОТА 


Г 
Аналогичным образом изменяются свойства малатиона при 
тидролизе одной или обеих сложноэфирных связей в его кис. 
лотной группе: а - 
Я 
сн:о” \$—сн—соос,н, 
| 
сн,—соос,н, 
МАЛАТИОН 


ОКИСЛЕНИЕ 


Многие ФОС способны окисляться под действием самых 
различных окислителей. Наибольший интерес представляет 
окисление фосфотионатов, связанное с превращением группы 
Р=$ в Р=0. Эта реакция сопровождается резким усилением 
антихолинэстеразных свойств соединения. Такое окисление мо- 
жет быть осуществлено надуксусной кислотой в безводной сре- 
де (Кгцебег её а|., 1959; РЛарр, Саз1аа, 1958). Удовлетворитель- 
ные результаты дает применение концентрированной азотной 
кислоты (О’Вмеп, 1957). Очень удобным методом, пригодным 
для работы в водных растворах, является обработка бромной 
водой. Халман (На|тапп, 1959) показал, что окисление бром- 
ной водой таких фосфотионатов, как паратион, диазинон, 
малатион, метилпаратион и другие, превращает их в соответ- 
ствующие фосфаты и в 1000—10000 раз усиливает их анти- 
холинэстеразную активность. Аналогичный эффект достигается 
при окислении М-бромсукцинимидом (Соок, 1955). 

Окислению может подвергаться также сульфидная сера, 
содержащаяся в кислотной группе некоторых инсектицидов. 
Так, при обработке систокса или его изомера перекисью водо- 
рода образуется сульфоксид, а при воздействии перманганатом 
калия получается сульфон (ВиКи, 1955). Значительно слож- 
нее обстоит вопрос с окислением шрадана (ОМПА). , 


[@) 
т 
—$— Е 5= ВЕ 
у у 
[е) [е) 
СУЛЬФИД СУЛЬФОКСИД СУЛЬФОН 
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киСление № | 


Это вещество в организме млекопитающих, растений и насе- 
комых превращается в мощный ингибитор холинэстеразы, что 
по многим данным является следствием его окисления. При об- 
аботке шрадана перманганатом калия в нейтральной среде то- 
же образуется антихолинэстеразное вещество, однако наряду 
с ним накапливается значительное число других продуктов окис- 
ления, что значительно затрудняет определение структуры ан- 
тихолинэстеразного «соединения. Первоначально считали, что 
оно представляет собой М-окись — продукт окисления одного из 
четырех атомов азота в молекуле шрадана (Сама ей а|., 
1954): 
О (©) 
(СНз)› ов (СНз)2 
(СНУ, м \м(сну, 
О 
о о ^ 
(СН), ые. | „М (СН) 


нам 


Однако в дальнейшем на основании тщательных исследова- 
ний Хит и др. (НеаёВ еф а1|., 1955) пришли к заключению, что в 
антихолинэстеразном веществе окисленным является не атом 
азота, а метильная группа, превратившаяся в оксиметильную. 
Таким образом, все соединение может быть названо оксиметил- 
шраданом: 

о о усвоН 


М 
(СН), М 1 | у \сн, 


(снам УМН, 
ОКСИМЕТИЛШРАДАН 


ИЗОМЕРИЗАЦИЯ 


Наиболее распространенная форма изомерных превраще- 
ний ФОС — это тион-тиольная изомеризация, связанная с пре- 
вращением фосфотионата в тиолфосфат: 


5 [) 
КА р 
В ем 


У некоторых соединений (тетрам, систокс) она протекает 
сравнительно быстро в мягких условиях; у других (паратион, 
малатион) она происходит с большим трудом, и заметное коли- 
чество изомерной формы накапливается лишь при длительном 
нагревании до 150°. При воздействии света, так же как и при 
нагревании, скорость реакции возрастает. Процесс изомериза- 
ции существенно изменяет свойства соединений: увеличивается 
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их гидролизуемость и резко возрастает антихолинэстеразная 
активность. Подробные данные об особенностях протекания ту. 


он-тиольной изомеризации у разных ФОС содержатся в моно. 
графии О’Брайна (О’ВНеп, 1960). г . 

В соединениях, содержащих в углеродной цепи двойную 
связь, возможна цис-транс-изомерия, зависящая от различного 
расположения групп вокруг двойной связи. Среди ФОС к та. 
кого рода соединениям относятся фосдрин» фосфамидон и неко- 
торые другие. Количество того или иного изомера в каждом 
препарате зависит в большой степени от метода синтеза. Од- 
нако и в готовом продукте возможен спонтанный переход одной 
формы в другую. Так, ультрафиолетовое облучение любой сме. 
си изомеров фосдрина в конце концов дает смесь, в которой 
содержится 30% цис-формы (Саз!4а, 1955). Цис-изомер фос- 
дрина оказался менее полярным и менее устойчивым к воз- 
действию щелочи, чем транс-изомер. 





САМОАЛКИЛИРОВАНИЕ 


Некоторые ФОС, содержащие сульфидную серу, как в вод- 
ном растворе, так и при хранении в чистом виде могут подвер- 
гаться своеобразной реакции, при которой одна молекула ве- 


щества алкилирует другую, превращая ее в сульфониевое про- 
изводное (Неа, Уапаекаг, 1957): 


сн.о ›0 сн.о 
РЕ ей, сы 
сн:о/ \$СН,СН,5С,Н, -0/ “$СН,СН,5 СН, 


р 0 


- 
сн,о/ Узсн,сн,$—с,н, 
| 


СН; 
Это превращение резко повышает токсичность и антихолин- 
эстеразную активность соединения. 


Некоторые соединения, содержащие третичный азот, тоже 


способны подвергаться внутримолекулярному самоалкилирова- 
нию (Ке{е|ааг, 1950): 


Е 
о (сн, СН:О 10 м (СНз)з 
о в’ 


Рассмотренные в этом разделе химические реакции, в кото- 
рые способны вступать ФОС, существенно важны для понима- 
ния механизма биологических и токсикологических эффектов 
этих соединений. Как будет показано ниже, реакция фосфорили- 
рования лежит в основе важнейшего биологического свойства 
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фос— их способности подавлять активность холинэстеразы. 
Многие из описанных реакций (окисление, изомеризация, гид- 
олиз и др.) не только протекают при попадании ФОС в орга- 
низм ЖИВОТНЫХ И человека, но и значительно ускоряются под 
действием тканевых ферментных систем. В результате насту- 
пающих при этом превращений антихолинэстеразные и токси- 
ческие свойства ФОС могут как ослабляться, так и усили- 
ваться. Достаточно полное знание природы этих превращений 
совершенно необходимо для правильной оценки судьбы ФОС 
в организме и для разработки методов профилактики и. тера- 
пии отравлений ФОС. 


ДЕЙСТВИЕ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ НА ФЕРМЕНТЫ 


Большое значение для понимания механизма действия ФОС 
имеет характеристика их влияния на ферментные системы орга- 
низма. Прежде всего необходимо остановиться на антихолин- 
эстеразном действии, присущем всем ФОС и являющемся наибо- 
лее характерным проявлением их биологической активности. 


ДЕЙСТВИЕ НА ХОЛИНЭСТЕРАЗУ 


В настоящее время можно считать установленным, что ме- 
жду фосфорорганическими веществами и холинэстеразой имеет 
место химическое взаимодействие, основанное на стехиометри- 


° ческих отношениях. Это вытекает прежде всего из определения 


температурного коэффициента реакции. Нахманзон и др. (МасВ- 
тапзонп е{ а|., 1948) показали, что по величине этого коэффи* 
циента процесс инактивирования высокоочищенной холинэсте- 
разы электрического органа рыб ДФФ не отличается от 
обычных химических реакций. О наличии стехиометрической 
реакции свидетельствуют также кинетические измерения, кото- 
рые показали, что между степенью торможения фермента и кон- 
центрацией ингибитора существует линейная зависимость 
(Вгацег, 1948: Масьтапзови её а|., 1948; Вегту, 1950). 
Олдридж (А!Чпаве, 1950) подробно исследовал кинетику 
ингибирования холинэстеразы фосфаколом и паратионом и по- 
казал, что этот процесс протекает по типу бимолекулярной ре- 
акции. Однако в опытах © 8-хинолилдиэтилтиофосфатом карти- 
на получалась более сложной: быстрое начальное падение ак- 
тивности после прибавления ингибитора сменялось затем более 
постепенным снижением, скорость которого не зависела от кон- 
центрации ингибитора. Олдридж пришел к заключению, что 
пронесс взаимодействия холинэстеразы с ядом протекает в две 
фазы. В первой фазе происходит обратимая реакция соединения 
фермента с ингибитором, в результате которой образуется дис- 
социирующий комплекс. Это бимолекулярная реакция. Вторая 
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фаза — мономолекулярное превращение образовавшегося не. 
стойкого комплекса в стабильный: 


ФИ — ФИ.. @ 
ФИ; ФИ’... @ 
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По мнению Олдриджа, в случае взаимодействия с фермен- 
том фосфакола и паратиона реакция (2) протекает столь бы- 
стро, что невозможно обнаружить двухфазность процесса и по- 
казать наличие обратимой реакции в первой фазе. 

Бимолекулярный характер реакции между ФОС и чувстви- 
тельными к ним ферментами был подтвержден Яндорфом (Тап- 
Чог{, 1956) на примере изучения кинетики торможения холин- 
эстеразы различного происхождения и химотрипсина зарином, 
ДФФ, ТЭПФ и ди-н-пропил-2, 2-дихлорвинилфосфатом. 

В дальнейшем, главным образом благодаря применению 
фосфорорганических соединений, меченных радиоактивным 
фосфором, сложилось представление, что антихолинэстеразное 
действие ФОС обусловлено подвижностью фосфорангидридной 
связи в их молекуле и в основе инактивации холинэстеразы ле- 
жит реакция ацилирования, в результате которой к ферменту 
присоединяется фосфорсодержащая часть яда. Так, Боурснелл 
и Уэбб (Воигзпей, \еЪЪ, 1949) в опытах с ДФФ, содержащим 
радиоактивный фосфор, показали, что после обработки ядом 
очищенной холинэстеразы лошадиной сыворотки и очищенной 
эстеразы печени радиоактивность обнаруживается в белковом 
осадке. Если воздействию ДФФ подвергнуть эстеразу, инакти- 

ет вированную нагреванием, или старую лошадиную сыворотку, 
. лишенную ферментативной активности, то осадок белка не со- 
держит Р32. Мичел и Кроп (М!све|, Кгор, 1951) изучали взаимо- 
действие радиоактивного ДФФ с высокоочищенной холинэсте- 
разой электрического органа и показали, что присоединение 
Р3? к ферментному белку идет пропорционально степени тормо- 
жения холинэстеразной активности. Количество связанного с 
белком радиоактивного фосфора не меняется существенно после 
отмывания или продолжительного диализа, что свидетельствует 
о прочности образовавшейся связи. 

Весьма обстоятельные данные о механизме взаимодействия 
АФФ с ферментами были получены при изучении влияния это- 
го яда на биокаталитическую активность трипсина и химотрип- 
сина. Удалось приготовить кристаллический препарат неактив- 
ного химотрипсина после обработки активного фермента ДФФ. 
Оказалось, что полученный неактивный белок по физическим 
свойствам идентичен активному химотрипсину (Лапзеп её а1, 
1949). В опытах .с ДФФ, меченным радиоактивным фосфором, 
было установлено, что :Рз2 присоединяется к ферментному бел- 
ку. На основании детальных экспериментальных данных Янсен 
и др. (Лапзеп еЁ а|., 1950) преддожили схему взаимодействия 


406 


рауоп, 1953) 
тибитор, получ 
личными фосф 
браны такие | 
только электр, 
фосфора ангил 
итаток молек 





1Эстеразы ле. 
_К фермент 
к, Боурснел 
содержащи 
аботки ядом 
1 очищен 
в белков 





























Яфф с химотрипсином, согласно которой ДФФ реагирует с мо- 
и энзима по подвижному водороду, в результате чего вы- 
молекула фтористоводородной кислоты, а фосфорсо- 
статок ДФФ присоединяется к ферментному белку: 


лекуло 
деляется 
держащий о 


сн.о/ \ сн 


В дальнейшем Янсен и др. (Тапзеп её а|., 1951, 1952) под- 
твердили свои данные анализом кристаллического неактивного 
белка, полученного после обработки химотрипсина рядом ана- 
логов ДФФ. Им удалось показать, что, несмотря на большое 
различие в количестве вещества, необходимом для полного уг- 
цетения биокаталитической активности, в каждом случае на 
| моль белка приходйтся |1 моль фосфора. 

В более поздних исследованиях (НоБЫ ег, 1954; А! асе, 
Ра\звоп, 1953) изучалась прочность комплексов фермент — ин- 
гибитор, полученных после взаимодействия холинэстеразы с раз- 
личными фосфорорганическими веществами. При этом были вы- 
браны такие соединения, которые отличались друг от друга 
только электроотрицательной группой, соединенной с атомом 
фосфора ангидридной связью, в то время как алкилфосфатный 
остаток молекулы был во всех случаях одинаковым. Ингиби- 
рующая активность исследованных веществ по отношению к хо- 
линэстеразе и скорость взаимодействия © ней были различ- 

ными, но прочность полученных комплексов оказалась одина- 
ковой для всех соединений. Это могло явиться результатом 
только того, что структура комплексов была одинаковой и, сле- 
довательно, к молекуле фермента во всех случаях присоеди- 
нился алкилфосфатный остаток молекулы яда. 

Таким образом, к`настоящему времени можно считать твер- 
до установленным, что инактивация фосфорорганическими со- 
единениями чувствительных к ним ферментов состоит в фосфо- 
рилировании молекулы фермента этими соединениями. Можно 
думать, что взаимодействие ФОС с ферментами, например с хо- 
линэстеразой, происходит по схеме, аналогичной той, по кото- 
рой осуществляется основная функция холинэстеразы — гидро- 


лиз ацетилхолина. 
Взаимодействие холинэстеразы с ацетилхолином было под- 


робно разобрано выше. Как мы видели, это взаимодействие на- 
чинается с образования комплекса фермент — субстрат, схема- 
тически изображенного на рис. 7, Затем происходит ацетили- 
рование фермента: 
[®) [@) 
| | 
ЕН + вО—С—СН: — Е—С—СН.  -- ВОН 
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При этом отщепляется холин и образуется нестойкий аце. 
тилированный фермент, который быстро подвергается спонтан- 
ному гидролизу с образованием уксусной кислоты и исходного 
активного фермента. 

Совершенно аналогично протекает реакция между холин- 











эстеразой и фосфорорганическим ингибитором, например ДФФ, а групи 
у 
ий 
налоги 
ь 
ИН 
хх были предпр 
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Рис. 13. Схема комплекса холинэстеразы с диизо- зислорода, нах 
пропилфторфосфатом. : Эти изменения 
цонную способн‹ 
И здесь сначала образуется комплекс, схема которого предста- ‚ № Так, оказал 
влена на рис. 13. В дальнейшем происходит фосфорилирование Куле ацетилхолин. 
холинэстеразы: етилтнохолина, 
о [е) 
. | 13 
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ФЕРМЕНТ ДФФ ФОСФОРИЛИРОВАННЫЙ . 
ФЕРМЕНТ 
Фосфорилированный фермент, который образуется при этом, 
в отличие от ацетилированного фермента, получающегося при , 
гидролизе ацетилхолина, весьма стоек. Он не подвергается раз- | 
рушению под действием воды и не освобождает исходного фер- ож 
мента. В этом и состоит причина инактивации холинэстеразы ржа О Вреу 
под влиянием ФОС. р : ЩИ гр 
Из рассмотрения приведенных схем видно, что взаимодей- м 
ствие холинэстеразы с фосфорорганическими ингибиторамн Е ЫМ к 
протекает по такому же плану, как реакция фермента с суб- АА ц о 
стратом его действия — ацетилхолином. Эта аналогия станет а 1 
еще выраженнее, если сопоставить влияние незначительных из- р о 
менений строения молекулы субстрата и яда на протекание ых 
их реакции с ферментом. к. 
В молекуле ацетилхолина’ центральная группировка атомэв, 
ответственная за связь с эстеразным центром фермента, может 
быть изображена следующим образом: мод, Жи 
со м 06, Же 
| м а а 
о № Го 
2$ 
м | 
м о 
Ио 


ого предеть 
эрилирование 


В молекуле типичного фосфорорганического ингибитора, ка- 
ким является, например, фосфакол: 


о 
| 
Уре 

т о—< ум, 


С,Н5О 


аналогичная группировка имеет следующий вид: 


а 
я 


о 


Были предприняты попытки изменить строение центральных 
атомных группировок субстрата и ингибитора путем замены 
кислорода, находящегося в разном положении, на серу. 

Эти изменения в ряде случаев существенно влияли на реак- 
ционную способность соединений по отношению к холинэсте- 
разе. Так, оказалось, что замена эфирного кислорода в моле- 
куле ацетилхолина на серу, г. е. образование тиолового эфира-— 
ацетилтиохолина, имеющего группировку РЕ почти не 


(6) 
изменяет его способности подвергаться каталитическому гидро- 
лизу под действием холинэстеразы. 


(6) 
| $ СНз 


+ 
СН.—С—5—СН,—СН,—М—6Нз 
сн: 
АЦЕТИЛТИОХОЛИН 
В то же время изомерный ацетилтиохолину тионовый эфир (1), 
содержащий группировку Не оказался абсолютно устой- 


$ . 


чивым к действию холинэстеразы разного происхождения (Вегё- 
тапип е{ а|., 1958). 


к СН: 
СН.—С—0—СН,—СН,—М—СН 
ы ен, 

1 
Такие же отношения установлены для тио-аналогов фосфа- 
кола. Оба его тиоловых аналога (И и ПП), содержащих группи- 
ровки ое полностью сохраняют способность угнетать ак- 

(9) 

тивность фермента (Русве а, Сасе, 1951), тогда как изомерный 
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в = реб 
им паратион с центральной группировкой 7 0— в чистом 


5 
виде совершенно лишен антихолинэстеразной активности. По- 
пав в организм животных, паратион подвергается ферментатив- 
ному окислению в фосфакол или изомеризации с образованием 


СН, р СН, а 
р—5—& \ м0, р-0о—& \ мо, 
с.н;07/ 1 сун:о/ | > 
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ПИ или Пи благодаря этому приобретает антихолинэстераз- 


ные, а вместе с тем и токсические свойства (Сасе, 1953; КИБу, 
1954). 


С›Н;О 
а а 
сено’ 

$ 


ПАРАТИОН 


Изложенные данные о влиянии строения центральной атом- 
ной группировки субстрата и ингибитора на их способность 
взаимодействовать с холинэстеразой суммированы в табл. 10. 


Таблица 10 





Субстрат Ингибитор 


Фи 


—С—0О— гидролизуется > Е тормозит 
| 


©) о 


—С—5— гидролизуется г Ол тормозит 


о о 
—С—О— не гидролизуется > РО— не тормозит 
| 


Й 
$ : $ 





Из таблицы совершенно отчетливо видно, что для осуще- 
ствления реакции между субстратом или ингибитором с холин- 
эстеразой необходимо наличие группировки С=О или Р=О 
соответственно. Замена кислорода в этой группе на серу ли- 
шает вещества их способности реагировать с ферментом. Про- 
ще всего это явление можно объяснить тем, что для реакции с 
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| 
м Г. ;-. 
зирон 
дроисходит. 








Кинетика тормоз 
антихо 


Выше уже отм 
зтеразой и ФОС 1 
\. В случае и 
акции может бы 


гральной ато 
1х способность 
ты В таб. 


ерментом необходимо, чтобы реагирующая группа была по- 


ляризована: 
(-) 


Тогда атом фосфора или углерода, приобретающий некото- 
рый положительный заряд, становится способным вступить в 
реакцию с электроотрицательной (нуклеофильной) группой 
эстеразного центра холинэстеразы. Подобного рода поляриза- 
ция, как известно, осуществляется за счет оттяжки электронов 
кислородом и создания в результате этого электронного про- 
бела (избытка положительного заряда) при атоме углерода или 
фосфара. Сера практически лишена способности воспринимать 
электроны, и поэтому поляризация Р=5$ или С=3 связи не 
происходит. 


Кинетика торможения холинэстеразы и способ выражения 
антихолинэстеразной активности ФОС 


Выше уже отмечалось, что взаимодействие между холин- 
эстеразой и ФОС протекает по кинетике бимолекулярной реак- 
ции. В случае избытка ингибитора константа скорости этой 
реакции может быть выражена уравнением: 


тт), 


где № — бимолекулярная константа скорости; [] — молярная 
концентрация ингибитора; а — начальная активность фермен- 
та; х — активность фермента после инкубации с ингибитором в 


течение Е минут. Величину можно рассматривать как от- 


а-—х 
ношение исходной активности фермента к его остаточной ак- 
тивности в момент & Активность фермента практически удобно 


выражать в процентах, и тогда величина 


вид р где Р— % активности фермента ко времени &. Цод- 


ставив это выражение и переведя натуральные логарифмы В 
десятичные, получаем: 


=—х принимает 


Решение этого уравнения для 105 Р’ дает 


о [№1 
юЕР=2 о :). 


Из этого следует, что зависимость 105 Рот времени при всех 
концентрациях ингибитора должна быть прямолинейна. Олд- 
ридж и Дэйвисон (Ан аве, Рау1зоп, 1952) подтвердили пра- 


1 














цитов, угнетенной диэтил-п-хлорфенилфосфатом (рис. 14). 
Подобного же рода кинетика оказалась характерной для 
угнетения ложной и истинной холинэстеразы многими ФОС 
(В. А. Яковлев и Р. И. Волкова, 1959; С. М. Марков и др., 196]: 
В. А. Яковлев, 1962; А!г!4ее, 1950, 1953; А!анаэе а. Рау!5оп, 
1952а, 6; Ра\!зоп, 1955; ап4ог!, 1956, и др.). 
Немногочисленные имеющиеся в литературе данные о не- 
соответствии реакции угнетения холинэстеразы описанной выше 
кинетике псевдопервого порядка могут быть без труда объяс- 
нены в каждом отдельном случае. 
Причиной отклонения от „теоре- 
тического хода реакции чаще 
всего является наличие других 
антихолинэстеразных ^ примесей 
в исследуемом ингибиторе или 
наличие в ферментном препарате 
таких примесей, которые способ- 
ны с соизмеримой скоростью 
реагировать с ингибитором. 
Таким образом, можно счи- 
тать установленным, что взаимо- 
действие ФОС с холинэстеразой 
протекает по бимолекулярному 


> 


2 


— 
= 





га 
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107 процента актидности 


0 7] 50 7 00мин 


Рис. 14. Скорость угнетения холин- 


хорфеннафокфтом (АННА механизму п, в случае избытка 
Рау1зоп, 1952). ’ ингибитора, следует  кинетике 


псевдопервого порядка. Из этого 
следует, что лучший способ оцен- 


ности ФОС, пригодный для срав- 
нительных исследований, состоит в определении бимолекулярной 


константы скорости реакции угнетения, которая имеет размер- 
НОСТЬ /МОЛЬ - мин и, следовательно, учитывает как концентра- _ 
цию ингибитора, так и продолжительность его взаимодействия 
с ферментом. Сравнительно простой и надежный способ 
определения величины этой константы ‘описан В. А. Яковле- 
вым и Р. И. Волковой (1959). В случае взаимодействия с фер- 
ментом ФОС, обладающих выраженным антихолинэстеразным 
действием, скорость их реакции с холинэстеразой чрезвычай- 
но велика. По данным В. А. Яковлева и Р. И. Волковой (1962), 
торможение холинэстеразы бычьих эритроцитов препаратом 
Гд-42 (метилсульфометилат О-этил-5-В8-этилтиоэтилового эфира 
метилтиофосфиновой кислоты) имеет константу скорости, рав- 
’ ную 3,5. 107 л/моль: мин; для холинэстеразы сыворотки крови 
эта константа составляет 1,45. 108 л/моль- мин. 

месте с тем, такой способ выражения антихолинэстеразной 
активности имеет очень ограниченное распространение. В по- 
давляющем большинстве работ, как отечественных, так и зару- 
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вильность этого положения на примере холинэстеразы эритро- 









количество моле! 
активных центре 
реакции до КОНЦ: 
ЖнЫ иметь один: 
наковое количес” 
Нам предстае 
чобы быть отве 





скоростью 
ором. 

ОЖНО сч 
ГО ВЗанмо- 
1эстеразой 


кулярном | 


бежных, для характеристики антихолинэстеразного действия 
ФОС и других ингибиторов холинэстеразы используют величину 
|» которая представляет собой молярную концентрацию инги- 
битора, необходимую для угнетения активности фермента на 
50%. Нередко эту величину выражают не в абсолютных значе- 
ниях, а в виде «показателя угнетения» р], численно равного 
отрицательному логарифму самой величины 


ро == — 108 150- 


Некоторые исследователи (Тап4огЁ её а|., 1955; В. А. Яков- 
лев, 1962) категорически возражают против использования ве- 
личины [50 для характеристики антихолинэстеразной активно- 
сти ФОС. При этом они исходят из, в общем, правильных со- 
ображений о том, что эта величина фактически отражает лишь 
количество молекул ФОС, пошедших на реакцию с половиной 
активных центров фермента. Следовательно, при доведении 
реакции до конца все необратимые ингибиторы типа ФОС дол- 
жны иметь одинаковую величину 1:0, если в опыт берется оди- 
наковое количество фермента... 

Нам представляется, что величина 150 не заслуживает того, 
чтобы быть отвергнутой столь решительно. Приведенные выше 
соображения противников этой величины предполагают «иде- 
альные» условия протекания реакции, т. е. равные концентра- 
ции ингибитора и фермента (в молярном выражении) и очень 
длительную инкубацию при отсутствии побочных реакций фос- 
форилирования. Фактически такие условия никогда не соблю- 
даются: ингибитор всегда берется в большом избытке, а время 
реакции обычно ограничивается немногими десятками минут. 
Серьезным недостатком величины 150 является то, что она не 
учитывает фактора времени. Если же ввести этот фактор или 
во всех случаях продолжать инкубацию ингибитора с фермен- 
том одно и то же время, то величина 15 будет столь же надеж- 
но характеризовать антихолинэстеразную активность, как и кон- 
станта скорости. Легко убедиться в том, что эти две величины 
численно связаны друг с другом. 

Из приведенного уравнения 

= 228 (100) 


\ 
видно, что если Р = 50, т.е. фермент угнетен на 50%, то Ш 
можно обозначить как 15. Подставив эти значения, получаем: . 
$: 2,303 -. (5 _ 0,695 
ЕЕ № о Е ЕЕ 
Другими словами, зная время инкубации, по величине |5 всег- 
да можно вычислить №, и наоборот. Поэтому при проведении 
опытов в сопоставимых условиях между величинами 150 и № 
всегда имеется полное соответствие (см., например, Азрегеп, 1960). 
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Зависимость между структурой ФОС 
и их антихолинэстеразной активностью 


Способность ФОС угнетать активность холинэстеразы зави- 
сит от нескольких факторов. Поскольку в конечном счете при 
реакции холинэстеразы с ФОС образуется стойкий фосфорили- 
рованный фермент, нужно думать, что фосфорилирующая спо- 
собность ФОС в значительной мере определяет их антихолин- 
эстеразную активность. Но прежде чем произойдет реакция 
фосфорилирования, нужно, чтобы молекула ФОС достаточно 
близко подошла к активной поверхности фермента, вступила 
бы с нею в тесный контакт. Иными словами, для образования 
комплекса между ферментом и ингибитором нужно, чтобы мо- 
лекула ингибитора была определенным образом ориентирована 
на поверхности фермента, чтобы она составила своеобразное 
«молекулярное дополнение» к этой поверхности или, как гово- 
рят, обладала необходимой «молекулярной комплементарно- 
стью». 

Два названных фактора: фосфорилирующая способность и 
способность к определенной ориентации (молекулярная ком- 
плементарность) — являются главными в определении антихо- 
линэстеразной активности ФОС. Однако конечный эффект — 
степень подавления холинэстеразного действия — зависит не 
только от этих факторов. Важную роль играет, например, проч- 
ность фосфорилированного производного фермента, его способ- 
ность разрушаться под действием воды, скорость протекания 


различных побочных реакций, в которые могут вступать ФОС 
и др. 


Фосфорилирующая способность 


Выше уже отмечалось, что взаимодействие между ФОС и 
холинэстеразой осуществляется путем электрофильной атаки 
атома фосфора на нуклеофильную группу — гидроксил серина 
в эстеразном центре фермента. Для того, чтобы обеспечить 
возможность такой атаки, атом фосфора должен обладать не- 
которым избытком положительного заряда; и совершенно 
естественно, что чем больше этот избыток, т. е. чем выше элек- 
трофильность фосфора, тем выраженнее должна быть его фос- 
форилирующая способность. 

Пюльман и Вальдеморо (РшИпап, \Уа!Четого, 1960) мето- 
дом молекулярных орбит рассчитали распределение электронов 
в молекуле различных ФОС и численно выразили величину по- 
ложительного заряда при атоме фосфора. Свои результаты они 
сопоставили с литературными данными об антихолинэстеразной 
активности. Оказалось, что для таких соединений, как пара- 
тион, фосфакол, мипафокс, тетраэтилпирофосфат, диизопропил- 
фторфосфат и др., существует четкий параллелизм между си- 
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ЗиСит 


лой антиэстеразного действия и величиной положительного за- 
ряда при фосфоре. 

Как указано выше, строение любого фосфорорганического 
ингибитора холинэстеразы можно представить в следующем 


виде; 
К О (5) 
ф 
в ух 


Здесь В и В’ — основные или нейтральные группы; Х — кис- 
лотная группа. Совершенно очевидно, что изменение структуры 
каждой из групп, связанных с фосфором, может повлиять на 
электрофильность атома фосфора. 

Основные или нейтральные группы. При рассмотрении ФОС, 
построенных по типу (КО).Р(О)Х или близких к этому типу 
строения, на основании электронной теории можно ожидать, 
что с увеличением размеров алкильных радикалов антихолин- 
эстеразная активность должна убывать. Однако имеющиеся экс- 
периментальные данные показывают, что фактическое положе- 
ние вещей далеко не всегда соответствует теоретическим рас- 
суждениям. Некоторые данные о влиянии строения алкильных 
групп на антихолинэстеразную активность ФОС представлены 
в табл. 11. Из таблицы видно, что для каждого из четырех ти- 
пов ФОС существует своя закономерность изменения антихо- 
линэстеразной активности в зависимости от структуры алкиль- 
ных радикалов. Она не совпадает для разных ФОС и во всех 
случаях отличается от теоретической. В группе фторфосфатов 

(А) и алкиламидофосфатов (Г) максимальной активностью об- 
ладают изопропильные производные, однако на этом сходство 


Таблица 11 


Влияние структуры алкильных групп на антихолинэстеразную 
7 активность (р}о) 
во)» О (ОВ); *2 


(ВО) Ро вы В-Р (0) оон, *з| (ВО), Р(О›МНСН,СН,С1 
( 


(Г) 


2222 | 


ооо 


#1 Масуо а. \еЪЬ, 1948. 


ыы 1948. 
-е я и И. В. Заиконникова, 1962. 


*4 И. А. Франков, 1962, 
8* 








между обеими группами заканчивается. При переходе К изобу. 


тильному производному в трупте А активность почти не изме. — 


нилась, тогда как в группе Г она резко упала. В группе А 
активность постепенно возрастала при переходе от метила к 
пропилу, в то же время в группе Г активность этильного произ- 
водного оказалась выше, чем пропильного. Для ФОС, являющих- 
ся производными пирофосфорной кислоты (Б), наиболее эффек- 
тивным оказался этильный гомолог и н-бутильный лишь немно- 
гим уступал ему по активности. В группе п-нитрофениловых 
эфиров диалкилфосфиновых кислот (В) самой высокой антихо- 
линэстеразной активностью обладало н-бутильное производное, 
несколько слабее действовало н-пропильное. Разветвление ал- 
кильной цепи (переход от н-пропила к изопропилу и от н-бу- 
тила к изобутилу) в этой группе соединений сопровождалось 
резким снижением антихолинэстеразной активности. В отличие 
от этого в группах А и Г ветвление пропильного радикала при- 
водило. к заметному повышению активности. Но главный вывод, 
который вытекает из рассмотрения табл. 10, состоит в том, что 
найденные зависимости совершенно не совпадают с теоретиче- 
скими предположениями, высказанными на основании электрон- 
ных представлений. 

Особенно бросается в глаза низкая активность метильных 
производных. Эти соединения оказались самыми слабыми инги- 
биторами холинэстеразы в каждом из рассмотренных рядов. 
Необычное поведение метильных производных можно предпо- 
ложительно объяснить тем, что они образуют нестойкие про- 
дукты фосфорилирования холинэстеразы, благодаря чему угне- 
тенный фермент подвергается сравнительно быстрой спонтан- 
ной реактивации (подробнее этот вопрос будет рассмотрен 
ниже). 

_ Необходимо подчеркнуть, чго характер изменения антихо- 
линэстеразной активности с изменением структуры в большой 
степени зависит от того, какой фермент служит объектом ис- 
следования. В случае использования истинной холинэстеразы 
этильные производные, как правило, оказываются более эффек- 
тивными ингибиторами, чем изопропильные; для ложной холин- 
эстеразы чаще всего встречаются обратные отношения. 

Кислотная группа. Группа Х, связанная с фосфором ангид- 
ридной связью, отщепляется в ходе фосфорилирования фермен- 
та и образует кислоту НХ. Электрофильность группы Х, кото- 
рая определяет лабильность связи Р—Х, может быть опреде- 
лена различными способами. Наиболее удобными критериями 
для оценки этого свойства являются сила кислоты НХ и ско- 
рость щелочного гидролиза всей молекулы ФОС. Исследования 
показали, что по обоим этим критериям между электрофильно- 
стью группы Х и антихолинэстеразной активностью существует 
вполне удовлетворительная корреляция. Кетелар (Кеааг, 
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1953) сопо 





ставил антихолинэстеразную активность некоторых 
овых эфиров диэтилфосфорной кислоты с величиной рК 


фенил 
отцепляющихся при их гидролизе фенолов. Результаты этого 
сопоставления представлены в табл. 12 


Из таблицы видно, что уменьшению величины рК (или, что 


то же самое — увеличению силы кислоты) соответствует повы- 
шение антихолинэстеразных свойств. Правда, это соответствие 


является ЛИШЬ качественным, 








так Как в отдельных случаях а 
наблюдаются исключения, но ы 
общая тенденция выражена а 
достаточно четко. соединений типа( С.Н5О)»Р(0)ОСь Н.В 
Еще лучше коррелирует и значением рК соответствующих 
антихолинэстеразная  актив- фенолов (Кейаааг, 1953) 
ность ФОС со скоростью их р, 
щелочного гидролиза. Олдридж в венок || всего соеди- 
и Дэйвисон (А!маое, Рам ЕЯ 
зоп, 1952а) на примере раз- г 
личных замещенных диэтилфе- т и т 
нилфосфатов показали, что ме- Е 9.9 ЗА 
жду логарифмом константы ее к т ы 
скорости гидролиза и логариф- О. -. 75 77 





мом константы скорости угне- 
тения холинэстеразы  суще- 
ствует прямолинейная зави- 
симость. Хорошую зависимость между с 
силой антиэстеразного действия в ряду алкиловых эфиров 
тио- и дитиофосфорных кислот обнаружил В. А. Яковлев 
(1962). В полном соответствии с отмеченной закономерностью 
находятся данные С. Афонской и И. В. Заиконниковой 
(1962), которые изучали свойства ароматических эфиров моно- 
и диэтилфосфиновых кислот. Авторы установили четко выра- 
женное влияние характера и положения заместителя в арома- 
тическом радикале на антихолинэстеразную активность соеди- 
нений. Замена нитрогруппы на хлор или на метильный радикал 
приводила к значительному уменьшению активности. Орто- и 
метаизомеры обладали меньшей активностью, чем параизомеры. 
— о, Р = $ и другие группы. Выше уже отмечалось, что 
группа Р=5$ обладает значительно меньшей способностью к по- 
ляризации, чем группа Р=О, и следовательно, в соединениях, 
содержащих Р=$ группу (в фосфотионатах), положительный 
заряд при атоме фосфора намного меньше, чем в веществах, имею- 
щих Р=О группу. Поэтому и по антихолинэстеразной активно- 
сти фосфотионаты значительно уступают соответствующим фос- 
фатам. Как правило, это различие выражено очень резко. На- 
пример, паратион и метилпаратнон являются в 10000 раз более 
слабыми ингибиторами холинэстеразы, чем соответствующие им 
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коростью гидролиза и 








фосфаты — параоксон (фосфакол) и метилпараоксон (Ацеце. 
{пззоп, Лоп$зоп, 1957). Совершенно четкие, хотя и менее выра- 
женные различия между Р=О и Р=5 формами отметил 
В. А Яковлев (1962) при исследовании этиловых эфиров моно- 
и дитиофосфорных кислот. 

Окисление серы, входящей в состав ФОС, повышает антихо- 
линэстеразные свойства соединений не только в том случае, ес- 
ли этот процесс состоит в превращении группы Р=5 в группу 
Р=О. Фукуто и др. (ЕиКиф её а|., 1955), а также Ю. С. Каган 
(1961, 1962) исследовали изменения свойств систокса по мере 
окисления серы, находящейся в составе кислотной группы. Ре- 
зультаты этих исследований, представленные в табл. 13, пока- 
зывают, что окисление до сульфона приводит к отчетливо вы- 
раженному повышению антихолинэстеразных свойств ш Уго. 


Таблица 13 


Антихолинэстеразная активность систокса и продуктов 
его окисления 








Вещество р! 

Систокс (С›Н5О)»Р ($) 5СН.СН,5С.Н5 .....| 3,7 * | 47** 
Сульфоксид (С.Н5О)» Р ($) ЭСН.СН»5С,Н, ...| 5,5 4,3 

оу 

ло 
Сульфон (С.Н5О)»Р ($) $5СН»СН,5С.Н, ....| 61 5,8 

у 

{е) 





* Рикию и др., 1955. 
** Ю. С. Каган, 1962. 


В то же время, как установил Ю. С. Каган, способность пода- 
влять активность холинэстеразы при введении веществ живот- 
ным, а также токсичность соединений падают при переходе от 
систокса к его сульфону. В отличие от Фукуто, Ю. С. Каган по- 
казал, что промежуточное соединение — сульфоксид — обладает 
несколько менее выраженным антихолинэстеразным действием, 
чем исходный систокс. Несколько иные данные получили 
И. Л. Брик и В. А. Яковлев (1962а). Они исследовали действие 
этих соединений на холинэстеразу голов мух и мозга мышей и 
в качестве критерия антихолинэстеразной активности опреде- 
ляли величину бимолекулярной константы скорости угнетения 
фермента. Оказалось, что сульфоксид и сульфон не отличаются 
друг от друга по антиэстеразному действию, но оба они яЯВ- 
ляются более эффективными ингибиторами, чем исходный сис 
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токс. Найденные факты авторы объясняют тем, что окисление 
атома серы до сульфоксида усиливает индукционный эффект и 
повышает формальный положительный заряд на атоме фос- 
фора. Дальнейшее окисление до сульфона не изменяет реак- 
ционную способность вещества, поскольку вторая связь о 
не является семиполярной. 


Способность к ориентации 


Реакция взаимодействия фосфорорганических ингибиторов с 
холинэстеразой состоит в фосфорилировании остатка серина в 
эстеразном центре. По существу, анионный центр в этой реак- 
ции не участвует. В то же время известно, какую важную роль 
играет анионный центр в каталитическом действии холинэсте- 
разы; он электростатически притягивает катионную головку 
ацетилхолина и обеспечивает тем самым необходимую ориента- 
цию молекулы субстрата на активной поверхности фермента. 
Совершенно очевидно, что введение катионной головки в моле- 
кулу ФОС тоже должно улучшить ориентацию ингибитора на 
активной поверхности фермента и тем самым повысить анти- 
холинэстеразную эффективность ингибитора. Проще всего со3- 
дать такую катионную головку введением в молекулу ингиби- 
тора положительно заряженного атома азота. Такую попытку 
еще в 1954 г. предпринял Хоббигер (НоБЫвег, 1954). Он иссле- 
довал действие на холинэстеёразу двух ФОС (КЗ — 0422) (М№-ме- 
тилхинолинийдиэтилфосфат) и его третичного аналога, 


о3-0422 


Как и следовало ожидать, четвертичное соединение оказа- 
лось значительно (в 270 раз) более эффективным ингибитором 
холинэстеразы, чем третичное. В дальнейшем было синтезиро- 
вано и изучено большое число ФОС, содержащих азот. Среди 
них наибольший интерес представляют производные холина 
(Таттейл, 1957, 1958а, 6). ФОС этого типа должны быть раз- 
биты на две группы, принципиально отличающиеся по строению 
друг от друга. В одной группе остаток холина или, чаще, тио- 
холина представляет собой кислотную группировку Х в общей 
формуле строения ФОС (см. стр. 115), т. е. такую группировку, 
которая отщепляется в реакции фосфорилирования и заме- 
‘щается на остаток серина, принадлежащий эстеразному центру 
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служить, например, метилизопропоксифосфорилтиохолин (1), 
м ы 
сн./ \$—сн, сн; м (СНз)з 
1 


При взаимодействии этого и подобных ему соединений с хо- 
линэстеразой остаток тиохолина играет двоякую роль: на пер- 
вом этапе (при образовании комплекса фермент — ингибитор) 
этот остаток выполняет функцию «якоря», который притяги- 
вается анионным центром фермента и этим способствует сбли- 
жению ингибитора с ферментом. На втором этапе он отщеп- 
ляется, и по освободившейся связи фосфорильный остаток при- 
соединяется к эстеразному центру. Таммелин (Таштей, 1958а) 
прямыми опытами показал, что при взаимодействии холинэсте- 
разы с изображенным выше соединением Г образуется точно та- 
кой же продукт фосфорилирования, как и при реакции фермен- 
та с зарином, у которого фосфорильный остаток построен так 


же, как`у 1, но кислотная группа представляет собой не тио- 
холин, а фтор: 


+сН0. › /о 
сн/ \ 


ЗАРИН 


Фосфохолины описанного типа обладают выраженным ан- 
тихолинэстеразным действием, однако не имеют существенных 

| преимуществ перед другими эффективными ФОС. Например, со- 
единение [ имеет точно такую антихолинэстеразную активность, 

как и зарин (р1ьо = 8,6). 

Другую группу фосфорилхолинов составляют вещества, у ко- 

торых холиновый остаток служит не кислотной группой Х, а од- 

ной из основных групп К или Е’ общей формулы строения ФОС. 


ее таких соединений может быть фторметилфосфинил- 
холин (П). 


ы. 
(СН) Меньсньо> 0 
сн. \ 

И 


При взаимодействии П с холинэстеразой остаток холина 
только притягивает молекулу ингибитора и ориентирует ее на 
активной поверхности фермента, а фосфорилирование происхо- 
дит по разрывающейся связи РЕ. Соединение ПП тоже очень 
близко по строению к зарину (остаток холина вместо изопро- 
покси-группы), но его антихолинэстеразная активность (р[5о = 
= 10,0) в 25 раз выше, чем у зарина. Еще более мощным анти- 
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фермента. Типичным представителем ФОС этой группы может 
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холинэстеразным действием обладает ближайший гомолог П — 
фторметилфосфинилгомохолин (ПП: 
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р1ь для ПТ составляет 11,0, т. е. он в 10 раз более активен, 
чем П, ив 250 раз активнее зарина. Такая высокая антихолин- 
эстеразная эффективность Ш является несколько неожиданной, 
так как его молекулярное соответствие активной поверхности хо- 
линэстеразы должно быть хуже, чем у вещества П, содержа- 
щего остаток холина. По мнению Хита (Неа, 1961), это мож- 
но объяснить тем, что при расположении молекулы Ш на актив- 
ной поверхности фермента связь РЫ—Е занимает позицию, 
пространственно не благоприятствующую осуществлению реак- 
ции с эстеразным центром. В случае взаимодействия с фермен- 
том соединения ПТ, содержащего более длинную углеродную 
цепочку, имеется больше возможностей для более благоприят- 
ного расположения РЬЕ связи. 

С помощью азотсодержащих ФОС далеко не всегда удается 
ясно продемонстрировать роль положительного заряда. Напри- 
мер, диэтилфосфорилтиохолин (ТУ) обладает всего в 5 раз боль- 
шей антихолинэстеразной активностью, чем его третичный ана- 
лог (У) (Ташитейл, 1957). 


а 20 з Сино ро 
с.н.о/ `\$—СН»; -СН»М (СН); с.н.о/ “У$СН,СНЬМ (СН3) 
А у 


Это зависит от того, что при РН = 7,5—8,0, при котором 
обычно производится исследование, соединение У взначительной 
степени находится в диссоциированной (протонированной) фор- 
ме, т. е. тоже несет положительный заряд. Возможность диссо- 
циации азотсодержащих ФОС, как и других аминов, всегда 
нужно учитывать, причем необходимо помнить, что степень дис- 
социации разных соединений при одном и том же рН может 
оказаться различной, так как она зависит от величины рК 
каждого соединения. 

Роль заряда гораздо отчетливее выявляется на примере се- 
русодержащих ФОС, у которых заряд может быть создан пре- 
вращением незаряженной сульфидной серы в ион сульфония 
что достигается, например, путем сульфометилирования. : 





сн,з0х 
0 Сан:о. уо 


сы - 
сн/ Зеснясиь 


сн// \У$СН,5С,НЬ 


СН; 


М-136 (СУЛЬФИД) М-137 (СУЛЬФОНИЙ) 
Преимущество этих соединений состоит в том, что сульфид- 
ная форма таких ФОС (в отличие от производных холина) со- 
вершенно не подвержена ионизации, тогда как сульфониевая 
форма полностью ионизирована при всех значениях рн. 
Сравнительное изучение действия ФОС этого типа на холин- 
эстеразу проводили многие исследователи (Э. В. Зеймаль и др., 


1957, 1962; Я. С. Смусин, 1957, 1958; И. В. Семенов иН. К. Фру-* 


ентов, 1957, 1958; В. А. Яковлев и др., 1961; Р. И. Волкова и др. 
1961; М. Я. Михельсон и др., 1961; Л. Г. Магазаник и И. В. Се- 
менов, 1962; Ю. С. Каган, 1962; Е. К. Рожкова и др., 1962; 
В. А. Яковлев и Р. И. Волкова, 1962; Еикшфо её а|., 1955; Неа, 
Уапаекаг, 1957). Результаты во всех случаях получились совер- 
шенно однозначные: сульфониевые соединения всегда проявляли 
значительно более выраженную антихолинэстеразную актив- 
ность, чем сульфидные. Иногда это различие было тысячекрат- 
ным и более. Например, константы скорости угнетения холин- 
эстеразы эритроцитов веществами Гд-7 и Гд-42 составляли со- 
ответственно 1,0 . 10+ и 3,5. 107, т. е. Гд-49 оказался в 3500 раз 
более эффективным ингибитором, чем Гд-7 (В. А. Яковлев и 
Р. И. Волкова, 1962). 


син:о йХ) 


сын:о. ,о 
снь/ У5сн,сн,зс,н, 


хе 
сн. овСНЫСНЫСьн, 


СНз 
ГД-7 ГД-42 


Было изучено значение положения заряда в молекуле для 
проявления антихолинэстеразного действия ФОС этого типа 
(Р. И. Волкова и др., 1961). Для этой цели были синтезированы 
вещества, подобные Гд-7 и Гд-42, но отличающиеся друг от 
друга числом метиленовых групп (от 1 до 4) между обоими ато- 
мами серы. Для сульфидных соединений типа Гд-7 это измене- 
ние структуры практически не влияло на антихолинэстеразную 
активность. В отличие от этого, в ряду сульфониевых соедине- 
ний типа Гд-42 удлинение цепи существенно снижало способ- 
ность угнетать холинэстеразу. Иначе говоря, по мере удаления 
положительного заряда от атома фосфора антиэстеразная эф- 
фективность уменьшалась. Самым активным оказалось соеди- 
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нение, содержащее одну метильную группу (М-137). Расчеты 

показали, что в этом соединении расстояние между положи- 

тельно заряженной серои и фосфором составляет 4,6 А, т. е. 

очень близко К тому, которое существует между азотом и кар- 
бонильным углеродом в ацетилхолине (4,7 А). 
С.Н5О 

Йо СН 
сни [57 ^5< 
| 


зе 6 


С.Н 
СН; 


АЦЕТИЛХОЛИН 


Можно думать, что соединение М-137 обладает наиболее 
полной молекулярной комплементарностью по отношению к ак- 
тивной поверхности холинэстеразы, т. е. здесь лучше всего про- 
является ориентирующее влияние положительного заряда. 

Однако нельзя исключить и другую возможность. Дело в 
том, что появляющийся в молекуле положительный заряд дей- 
ствует не только как фактор, способствующий ориентации, но 
оказывает и индукционный эффект, т. е. вызывает смещение 
электронного облака по цепи атомов, увеличивает электронный 
пробел (т. е. положительный заряд) на атоме фосфора и тем 
самым повышает фосфорилирующую способность соединения. 


о 
сун:о_ | + СН 
Е 
сн,Х 8" г ен; 


Известно, что по мере удлинения цепи индукционный эф- 
фект быстро ослабевает, и поэтому самым большим он должен 
быть у соединения с одной метиленовой группой (М-137), т. е. 
у того, которое обладало наиболее выраженной антихолинэсте- 
разной активностью. 

Окончательное решение вопроса о том, какое из этих двух 
влияний (ориентирующее действие или индукционный эффект) 
ответственно за повышение мощности ингибитора, представ- 
ляется чрезвычайно трудным. Пытаясь выяснить этот вопрос, 
В.А Яковлев и Р. И. Волкова (1962) определили при разных 
температурах константу скорости взаимодействия веществ Гд-7 
и Гд-42 с холинэстеразой и на основании этих данных вычис- 
лили энергию активации реакции. Оказалось, что переход от 
сульфидной формы к сульфониевой не сопровождается сниже- 
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нием энергии активации, т. е., по-видимому, не облегчает реак. 
цию фосфорилирования эстеразного центра (из двух этапов, 
составляющих процесс взаимодействия ингибитора с ферментом, 
только реакция фосфорилирования идет с энергетическим барь- 
ером). Это позволило авторам сделать вывод, что роль положи- 
тельного заряда (по крайней мере, в ФОС этого типа) сводится 
почти исключительно к ориентирующему влиянию: положитель- 
ный заряд притягивается к анионному центру фермента, спо- 
собствует сближению ингибитора с активной поверхностью и 
тем самым существенно повышает долю эффективных соударе- 
ний фосфорильной группировки ингибитора с эстеразным цен- 
тром. 

Ориентирующее влияние может определяться не только на- 
личием положительного заряда в молекуле ФОС. В главе, 
посвященной активной поверхности холинэстеразы, было от- 
мечено, что в образовании комплекса фермент — субстрат 
существенную роль играют ван-дер-ваальсовы силы межмоле. 
кулярного взаимодействия, которые действуют на коротком 
расстоянии, но при наличии достаточно большого числа сопри- 
касающихся атомов могут оказать значительный эффект. Можно 
думать, что и при реакции ингибитора с ферментом эти силы 
имеют немаловажное значение. Этот вопрос был обстоятельно 
изучен Н. Н. Годовиковым и др. (1963). Авторы синтезировали 
и исследовали ряд ФОС следующего строения: 


СН ро 
сн.” \5—в 


В этих соединениях В представлял собой обычный алкил, 
лишенный каких бы то ни было гетероатомов, способных к ио- 
низации. Было установлено, что в ряду алкилов нормального 
строения при постепенном увеличении длины цепи (от этила до 
гексила) антихолинэстеразная активнобть существенно увеличи- 
валась, что можно объяснить увеличением поверхности контак- 
та между ингибитором и ферментом. Особый интерес в этой 
группе соединений представляет ряд, в котором изменение 
структуры алкильного радикала носило следующий характер: 


ОН: ЕСН. СН, 
СН 
СН 
„УСН 
—СН СНЕСЕНЫ, 
Усн; 
В этом ряду на расстоянии двух метиленовых групп от ато- 
ма серы находятся одна, две или три метильные группы. Ока- 
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залось, что с увеличением числа метильных групп антихолин- 
эстеразная активность резко возрастает. Последний из этих 
трех радикалов по строению очень напоминает остаток холина: 


СН 
АЕ 
—СН,-СН,—МСН, 
Уснь 


Возможно, что это пространственное сходство определяет 
высокую антихолинэстеразную активность ингибитора, содер- 
жащего такой радикал. 

Здесь уместно напомнить (см. раздел «Субстратная специ- 
фичность»), что из нехолиновых эфиров только 3, 3-диметилбу- 
тилацетат (содержащий такой же радикал) разрушается хо- 
линэстеразой почти так же быстро, как ацетилхолин (Адатз, 
МИнаКег, 1949): 


о сн. 
| | 
СН,—С—0—СН.—СН, С СН; 
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СН. 
3,3-ДИМЕТИЛБУТИЛАЦЕТАТ 


Значение оптической изомерии 


Выше, при обсуждении субстратной специфичности холин- 
эстеразы, отмечалось, что этот фермент обладает выраженной 
стереоспецифичностью и с различной скоростью разрушает оп- 
тические изомеры асимметричных субстратов. Оптически актив- 
ные ФОС тоже по-разному влияют на холинэстеразу. Арон и др. 
(Аагоп её а|., 1958) исследовали действие двух оптических изо- 
меров ФОС следующего строения: 


сын уо 
сн, \$—СН,СНЬ$СЬНь 


и показали, что Г-изомер угнетает холинэстеразу в 10—20 раз 
(в зависимости от происхождения фермента) эффективнее, чем 
О-изомер. Еще раньше Хоскин и Трик (НозЮп, Тик, 1955) на- 
шли, что только Р-изомер табуна обладает токсическими, а сле- 
довательно, и антихолинэстеразными свойствами. При исследо- 
вании антихолинэстеразного действия чистого зарина Мичел 
(Мусве!, 1955) установил, что ингибитор содержит равные ко- 
личества двух компонентов, один из которых обладает сильным, 
а другой слабым антиэстеразным действием. Можно думать, 
что и здесь дело зависит от разной способности оптических изо- 
меров зарина подавлять активность холинэстеразы. 
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Действие на разные холинэстеразы 


Значительная часть ФОС в одинаковой степени угнетает ак. 
тивность истинной и ложной холинэстераз, но среди них нередко 
встречаются и избирательно действующие ингибиторы. В боль. 
шинстве случаев ФОС предпочтительно тормозят ложную холин. 
эстеразу. Незначительные изменения структуры ФОС, особен. 
но строения алкильных заместителей при атоме фосфора, суще- 
ственно влияют на избирательность действия. Например, в ряду 
диалкиловых эфиров п-нитрофенилфосфорной кислоты диме- 
тильное производное почти одинаково тормозит оба фермента; 
на истинную холинэстеразу оно действует даже несколько силь- 
нее, чем на ложную; диэтильное производное (фосфакол) тор- 
мозит ложную холинэстеразу в 2,9 раза сильнее, чем истинную; 
а для диизопропильного производного это различие выражено 
в 10 раз (А1Чг14ее, 1953а). Диизопропилфторфосфат (ДФФ) дей- 
ствует на ложный фермент в 45 раз интенсивнее, чем на истин- 
ный, тогда как ди-н-пропилфторфосфат только в 5,5 раза (Ра- 
\1зоп, 1955). Вообще наиболее выраженным избирательным 
действием на ложную холинэстеразу обладают ФОС, содержа- 
щие изопропильные радикалы; к ним относятся в первую оче- 
редь изо-ОМПА и мипафокс. Степень избирательности может 
колебаться в очень широких пределах, в зависимости от проис- 
хождения холинэстеразы, в частности от вида животного. Олд- 
ридж (А!Чг14ре, 1953а) исследовал сравнительное действие изо- 
ОМПА на истинную и ложную холинэстеразу (эритроциты и 
сыворотка) разных видов животных и показал, что, например, 
у человека ложная холинэстераза тормозится в 56 раз интен- 


‚ сивнее, чем истинная, у крысы — в 530 раз, у морской свинки — 


в 3600 раз, а у собаки — в 13200 раз. Аналогичные колебания 
были найдены при исследовании мипафокса. Видовые различия 
в чувствительности холинэстеразы к разным ФОС были подтвёр- 
ждены многими авторами (Азрегеп, Рекви{ еп, 1958; МсСач|- 
1еу, Соок, 1959; Саз1Ча, 1955а, и др.). - 

Среди ФОС встречаются и избирательные ингибиторы истин- 
ной холинэстеразы. К ним относятся некоторые фосфорилхо- 
лины, особенно фторфосфорилгомохолин и метилэтоксифосфо- 
рилтиохолин (Тапитейи, 1957, 1958), кислородный аналог гу- 
тиона (Ои Во!з её а|., 1957), цис-изомер фосдрина (Саз1- 
Ча, 19556) и некоторые другие. 


Защита холинэстеразы от необратимого угнетения ФОС 


Субстрат холинэстеразы — ацетилхолин, а также некото- 
рые обратимые ингибиторы обладают выраженным свойством 
защищать фермент от необратимого угнетения ФОС. При до- 
бавлении ацетилхолина или ацетил-В-метилхолина к холинэсте- 
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азё одновременно с ТЭИФ или до ТЭПФ удавалось полностью 

предотвратить угнетение даже такими концентрациями ингиби- 
тора, которые в 100 раз превышали 1 (Вигоеп, 1949). Менее 
полной была защита при использовании в качестве ингибитора 
ДФФ (АисизИпззоп, Масптапзови, 1949) или М-метилхиноли- 
нийэтилфосфата (НоБЫсег, 1954). По данным Олдриджа (А19- 
г14е, 1950), фосфакол в концентрации около 10-6 М, которая в 
обычных условиях вызывает 60—70%-ное угнетение, почти не 
угнетал холинэстеразу, если к ней был предварительно добав- 
лен ацетилхолин. Аналогичные данные были получены и дру- 
гими исследователями. 

Защитное действие обратимых ингибиторов впервые проде- 
монстрировал Берген (Вигоеп, 1949). Он показал, что если 
ТЭПФ добавлять к холинэстеразе после предварительной об- 
работки эзерином, то наблюдаемая степень угнетения фермен- 
та всегда оказывается значительно ниже, чем можно было ожи- 
дать при суммировании действия обоих ингибиторов. Например, 
взятые в отдельности ТЭПФ в концентрации 4,6. 10-8 М и эзе- 
рин в концентрации 3,1.10-8 М угнетали холинэстеразу соот- 
ветственно на 94% и на 54$. При комбинированном же воз- 
действии (сначала эзерин, а затем ТЭПФ) угнетение составляло 
63%. Простой расчет показывает, что в этих условиях предвари- 
тельная обработка эзерином более чем на 90% снижала тормо- 
зящий эффект ТЭПФ. При изменении порядка прибавления ин- 
гибиторов наблюдалось простое суммирование действия. 

По данным Келле (КоеПе, 1957), бис-четвертичный ингиби- 
тор холинэстеразы — амбеноний в концентрации 8. 10-7 М на 
924 защищал фермент от угнетения ДФФ. С уменьшением кон- 
центрации амбенония защитное действие снижалось. 

Необходимо подчеркнуть, что защита холинэстеразы от дей- 
ствия ФОС с помощью обратимых ингибиторов имеет реальный 
смысл даже в том случае, если обратимый ингибитор прихо- 
дится брать в такой концентрации, которая сама по себе вызы- 
вает значительное угнетение фермента. Дело в том, что после 
комбинированной обработки активность фермента легко вос- 
становить простым разведением или отмыванием, в ходе кото- 
рого не вступивший в реакцию с ферментом необратимый инги- 
битор тоже будет удален. 


ДЕЙСТВИЕ НА ДРУГИЕ ФЕРМЕНТЫ 


ФОС обладают способностью угнетать активность не только 
холинэстеразы, но и ряда других эстёраз. Показана чувстви- 
тельность эстеразы сыворотки крови к ДФФ (Адатз, МыЩакКег, 
1949; \Геьь, 1948) и три-о-крезилфосфату (В1осв, 1943). ДФФ 
способен также тормозить действие эстеразы печени (\еьБ, 
1957; ВоигзпеЙ а. \МеЪЬ. 1949; А!аг1аее, 1950). Мощным инги- 
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битором печеночной эстеразы является тетраэтилпирофосфат. 


В концентрации порядка 10-8 М он угнетает активность фермен- 
та на 50%. Заслуживает внимания тот факт, что вначале тор- 
мозящее действие ТЭПФ возрастает линейно с увеличением 
концентрации яда, но последние 10% ферментативной активно- 
сти удается подавить лишь с большим трудом, путем значитель- 
ного (в несколько сот раз) увеличения концентрации ингиби- 
тора (\/!50п 64 а|., 1952). 

В отличие от эстеразы печени, панкреатическая липаза ус- 
тойчива к высоким концентрациям ДФФ. По некоторым дан- 
ным, ДФФ не только не тормозит панкреатическую липазу, но 
даже стабилизирует ее, предохраняя от инактивации, наступаю- 
щей при хранении (ПезпиеПе е{ а|., 1956). Более полные дан- 
ные о влиянии ФОС на эстеразу были получены в тех исследо- 
ваниях, где в качестве субстратов действия ферментов приме- 
нялись вещества различного строения. Так, в работе Миерса и 
др. (Муегз её а1., 1955) было установлено, что в поджелудочной 
железе содержатся три фермента, отличающиеся друг от друга 
по субстратной специфичности и способности угнетаться фос- 
форорганическими ингибиторами. Чувствительной к ФОС ока- 
залась только эстераза, специфически действующая на фенило- 
вые эфиры, но не гидролизующая триглицериды. 

В последние годы Денюэль и сотр. (МагсН1з-Моигеп её а! 
1959; ПезпиеЦе её а|., 1960; РезпиеЦе, 1960, 1961) тщательно 
проанализировали действие ФОС на панкреатическую липазу и 
выяснили некоторые интересные особенности этого процесса. 
Оказалось, что в очищенном виде панкреатическая липаза не 
гидролизует сложные эфиры, находящиеся в истинном растворе, 
но хорошо разрушает их, если они находятся в состоянии эмуль- 
сии. Такая же картина наблюдалась и при угнетении липазы 
паратионом. До. тех пор, пока ингибитор находился в растворе, 
угнетения не было, даже если раствор был близок к насыщен- 
ному. Но стоило еще немного повысить концентрацию паратио- 
на, чтобы образовалась эмульсия, как сразу наступало резкое 
угнетение активности фермента. Таким образом, взаимодействие 
панкреатической липазы как с субстратом, так и с ингибитором 
может протекать только в гетерогенной среде. 

По данным Уэбба (\МеЪЬ, 1948), ДФФ в относительно высо- 
кой концентрации (порядка 10-3 М) тормозит активность кис- 
лой (и в меньшей степени — щелочной) фосфатазы почек и пи- 
рофосфатазы дрожжей. Некоторые ФОС угнетали также кис- 
лую фосфатазу картофеля (Гога-Татауо еЁ а1,, 1962). 

В последние годы были получены интересные сведения о 
влиянии ФОС на протеолитические ферменты. 

Янсен и сотр. (Тапзеп её а!., 1949а) установили, что как эсте- 
разное, так и протеолитическое действие трипсина и химотрип- 
сина отчетливо угнетается ДФФ. Другие фосфорсодержащие 
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яды — ГЭТФ, ТЭПФ, фосфакол и паратион также подавляют ак- 
тивность этих ферментов, но тормозящее действие в случае их 
применения развивается медленнее (]апзеп её а1., 19490; Нан- 
|еу, КИБУ, 1950). При исследовании механизма действия фосфа- 
кола на трипсин первоначально было высказано мнение, что точ- 
ка приложения действия этого ингибитора близко расположена 
к активному центру фермента, но не совпадает с ним. Этот вы- 
вод был основан на том, что в присутствии 8 М мочевины реак- 
ция между фосфаколом и трипсином протекает (происходит от- 
щепление п-нитрофенола), а ферментативная активность не сни- 
жается (У1з\уапаа, Гепег, 1956). В дальнейшем более точные 
исследования не подтвердили эти данные, и был сделан вполне 
убедительный вывод, что место атаки ФОС не может быть иным, 
чем активный центр фермента (Нагг!з, Наг@еу, 1956). 

При исследовании действия ФОС на «нейтральную» протеи- 
назу гомогенатов нервов и мозга кур было установлено, что 
ТЭПФ и ДФФ выраженно угнетают этот фермент в концен- 
трации 10-5 М. Несколько слабее действовал паратион (10—* М). 
Триортокрезилфосфат и мипафокс не проявляли тормозящего 
действия (МШо, Вгее!а\, 1961). 

Миллер и ван-Вунакис (МШег, уап Уцпак!з, 1956) показали, 
что ДФФ в концентрации 2 - 10-* М тормозит как свертывающее 
(протеолитическое) действие тромбина, так и его эстеразную ак- 
тивность, измеряемую по способности гидролизовать метиловый 
эфир п-толуолсульфониларгинина. При этом оказалось, что 
ДФФ совершенно не влияет на протромбин и не тормозит пре- 
вращение протромбина в тромбин. 

По данным Маунтера и Шипли (Моищег, ЗЫ р/!еу, 1958), не- 
которые ФОС тормозят активность плазмина, полученного из 
крови человека. Наиболее активным ингибитором оказался ди- 
-н-бутилфторфосфат (р!о = 4,2—4,5). ДФФ действовал несколь- 
ко слабее (р|ьо = 3,4 — 3,7). Еще более слабым действием обла- 
дал диэтилфторфосфат, а ТЭПФ, тетра-н-пропилпирофосфат и 
некоторые. диалкилпроизводные 2, 2’-дихлорвинилфосфата прак- 
тически не влияли на активность плазмина. Взаимодействие 
ингибиторов с плазмином протекало по типу бимолекулярной 
реакции. Ни одно из исследованных ФОС не влияло на актив- 
ность плазминогена. 

ДФФ тормозит активность некоторых сульфгидрильных про- 
теаз растительного происхождения (бромелин, папаин, фицин). 
50%-ное угнетение бромелина достигалось при концентрации 
ДФФ 4. 10-4 М. Предварительное блокирование $Н-групп фер- 
ментов п-хлормеркурибензоатом полностью предохраняло фер- 
менты от угнетающего действия ДФФ (Нейиске, Мом, 1959). 
По данным Масуда (Мазиа, 1959), ДФФ угнетает действие па- 
паина, только активированного цианидом. Папаин, активиро- 
ванный другими соединениями (цистеин, тиогликолат, сероводо- 
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род), а также ничем не активированный, не изменял своего Дей. 
ствия в присутствии ДФФ. Эбата и др. (ЕБафа её а1., 1962) по. 
казали, что избыток активатора препятствует развитию тормо- 
зящего действия ДФФ на сульфгидрильные протеазы. ДФФ в 
концентрации порядка 10-* М тормозил действие бактериальной 
протеиназы (МаЁзиБага, МзВтига, 1958). Лейцинаминопенти. 
даза и карбоксипептидаза оказались устойчивыми к ДФф 
({Моцщег её а1|., 19576). 

А. В. Захарова и В. И. Розенгарт (1949) исследовали ВЛИЯ- 
ние ДФФ на гликолиз в мышечной ткани. Они показали, что в 
концентрации |. 103 М ДФФ тормозит гликолиз на 60—70%. 
Было установлено, что это действие ДФФ состоит в нарушении 
начальных этапов гликолитического процесса, предшествую- 
щих образованию гексозодифосфата. 

Поле и Андрэ (Раше Апаге, 1957) показали, что ДФФи 
ТЭПФ тормозят 1 уЙго потребление кислорода срезами мозга, 
однако это действие они проявляли лишь в относительно высо- 
кой концентрации (10-3 — 10-4 М). Примерно в этой же кон- 
центрации ДФФ тормозит некоторые дегидрогеназы мозга 
(М!сВаез её а1|., 1949). Приведенные данные не согласуются 
с исследованиями Томпсона (ТНотрзоп, 1957), который нашел, 
что ДФФ и триортокрезилфосфат ни т УЙго, ни ш \ мо не 
влияют на потребление кислорода и окислительное фосфорили- 
рование в срезах мозга кур. 

И. А. Франков (1959) исследовал действие 10 производных 
диэтилфосфорной кислоты на активность каталазы и перокси- 
дазы крови человека. Только соединение (С.Н) ›Р (0) + 
-ОСН»С (0) ОС.Н; в концентрации 5. 10-4 М незначительно уг- 
нетало оба фермента. Остальные изученные вещества прояв- 
ляли заметное тормозящее действие лишь в концентрации 
5.103 М. Неожиданные результаты были получены при изу- 
чении влияния ФОС на пероксидазу молока (Киегте!ег её а|., 
1961, 1962). Оказалось, что нет параллелизма между способ- 
ностью ФОС угнетать пероксидазу и холинэстеразу. Так, актив- 
ный ингибитор холинэстеразы — фосфакол в концентрации до 
10-2? М не влиял на пероксидазу, паратион в концентрации 
10° М вызывал незначительное торможение, а аминопаратион, 
практически не действующий на холинэстеразу, подавлял ак- 
тивность пероксидазы на 93% в концентрации 1. 10-5 М. Произ- 
водные систокса совершенно не влияли на активность оксидазы 
аскорбиновой кислоты листьев яблони (Л. П. Бочарова и 
Н. С. Украинец, 1958). Устойчивыми к ДФФХ оказались диафо- 
раза, угольная ангидраза и цитохромоксидаза (\УеБЪ, 1948). 

Некоторые ФОС в концентрации 10-3 — 10-5 М незначитель- 
но подавляли активность гиалуронидазы и вызывали заметную 
деполимеризацию гиалуроновой кислоты (В. К. Кухта, 1961). 
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Мипафокс шт УЙго не влиял на биосинтез липидов в нервной 
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ткани, оцениваемый по скорости включения меченых холина 
ацетата и фосфата в липиды (Ма]по, КагпоузКу, 1961) Е 

Кратко подытоживая обширные литературные данные о дей- 
ствии ФОС на ферменты, можно констатировать, что только 
холинэстераза и немногие другие эстеразы проявляют избира- 
тельную Зуветвительность к этим ядам и нередко утрачивают 
свою активность при действии ничтожно малых концентраций 
ФОС, порядка 10 — 10-1 М. 

Способность ФОС угнетать холинэстеразу была положена 
в основу обнаружения ФОС и их количественного определения 
(А. А. Покровский, 1958; Мезвейт, Соок, 1959). Разработанные 
на базе этого принципа методы оказались весьма чувствитель- 
ными и значительно превосходили обычные химические способы 
определения ФОС. Например, по данным И. Д. Неклесовой 
(1963), дитиофос удавалось определять в концентрации 
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РЕАКТИВИРОВАНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ, УГНЕТЕННОЙ ФОС 
СПОНТАННАЯ РЕАКТИВАЦИЯ 
Как было показано в предыдущем разделе, реакция холин- 


эстеразы с ФОС состоит в присоединении фосфорильного остат- 
ка ингибитора к нуклеофильной группе эстеразного центра 
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м (ВО)»Р (0) Х--НЕ —> (КО), Р (О) Е-ЕНХ. 

СР Рассмотрение этого уравнения позволяет сделать два важ- 
оды" ных вывода. Во-первых, строение фосфорилированного (те; 
2 угнетенного) фермента (КО)зР(О)Е не зависит от природы кис- 
ест лотной группы Х, которая отщепляется в ходе реакции, а опре- 


деляется только характером радикалов, присоединенных к ато- 
му фосфора. Во-вторых, фосфорилированный фермент можно 
рассматривать как фосфорный эфир, который под действием 
нуклеофильных реагентов, например воды, должен подвергаться 
гидролизу: 

(ВО), Р (О)Е-ЕНО — НЕ-Р (ВО). Р (0) ОН. 

В ходе этой реакции активность фермента восстанавли- 
вается, т. е. происходит реактивация холинэстеразы. Эта реак- 
ция протекает по уравнению первого порядка, и скорость ее бы- 
стро возрастает с повышением температуры (А14г!асе, 19536), 
Скорость такой реактивации, которую ‘можно назвать спонтан- 
ной, так как вода всегда присутствует в реакционной смеси, в 
очень большой степени зависит от строения фосфорильного ос- 
татка ингибитора. Лучше всего реактивируется диметоксифос- 
форилфермент (СНзО).Р (О)Е: По данным Дэйвисона (Па\1- 
зоп, 1955), фосфорилированная холинэстераза эритроцитов кро- 
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лика такого строения уже после 40-минутной инкубации при 37° 
восстанавливает 25$ утраченной активности. Значительно мед- 
леннее отщепляется диэтоксифосфорильный остаток. Так, хо- 
линэстераза электрического угря, угнетенная ТЭПФ, реактиви- 
руется на 45% только через 28 дней (\'1зоп, 1951). Дальней- 
шее увеличение и, особенно, разветвление алкильных радика- 
лов при фосфоре еще больше затрудняет процесс реактивации. 
Экспериментальные данные по этому вопросу хорошо совпадают 
друг с другом и дают четкую картину, показывающую уменьше- 
ние скорости реактивации в следующем ряду: 


(СНзО),Р (0) Е >> (С.Н5О).Р (0) Е > (С.Н’О)Р(О)Е ых. 
>>> (-_С.Н.О),Р (О) Е. 


При исследовании спонтанной реактивации было очень убе- 
дительно подтверждено уже высказанное выше положение, что 
скорость реактивации не зависит от строения кислотной группы 
ингибитора. Олдридж и Дэйвисон (А!Ч ое, Рау1зоп, 1953) об- 
рабатывали холинэстеразу эритроцитов кролика следующими 
диметоксифосфатами: 


(СНзО)›Р (0) ОСьН МО; (СНзО),Р (О) ОР (0) (СНзО);; 
(СНзО),Р (О)Е; (СНО)Р (0) $СН. МО. 


Хотя антихолинэстеразная активность этих соединений ока- 
залась совершенно различной и для достижения одинаковой 
степени угнетения приходилось использовать разную концентра- 

цию ингибиторов и в широких 

Таблица 14 пределах варьировать продол- 

Скорость спонтанной реактивации жительность контакта фермен- 
диэтоксифосфорилированной ложной та с ядом, скорость реактива- 


холинэстеразы разных видов ЦИИ оказалась совершенно 
животных и человека и в 
(Оау!5оп, 1955) одинаковой во всех случаях. 


Реактивация в очень боль- 
Время, необ. ШОЙ степени зависит и от при- 
ВМО Жан: фермента. Во всех слу- 
Вид животного ния актив- чаях при применении одного и 
Е %% того же ингибитора ложная 

холинэстераза реактивируется 


труднее, чем истинная (Бау1- 











В ие - зоп, 1955). Существенные раз- 
Морская свинка .... 30 личия наблюдаются также в 
Лошадь. ви чт 82 зависимости от вида животно- 
ая 310 го (табл. 14). 


Интересное наблюдение сде- 
лал Дэйвисон (1953). Он пока- 
зал, что ложная холинэстераза мозга крыс реактивируется во 
много раз медленнее, чем ложная холинэстераза других органов 
(сыворотки, сердца, диафрагмы, кищечника) того же вида жи- 
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вотных. Это наблюдение может служить свидетельством того, 
что ложная холинэстераза мозга отличается по строению от 
аналогичных ферментов иного происхождения. 

Скорость спонтанной реактивации зависит от рН, причем эта 
зависимость оказалась совершенно различной у ферментов раз- 
ного вида. Так, у ложной холинэстеразы скорость реактивации 
быстро увеличивалась при сдвиге реакции среды в кислую сто- 
рону, тогда как для истинной холинэстеразы найден отчетливый 
оптимум реактивации при РН = 7,8. Эффект рН совершенно не 
зависел от природы ингибитора (Рау!зоп, 1955). 


ВОССТАНОВЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ С ПОМОЩЬЮ РЕАКТИВАТОРОВ 


Было естественно предположить, что если некоторая реакти- 
вация угнетенной холинэстеразы происходит даже под влия- 
нием такого слабого нуклеофильного реагента, как вода, то 
усиление нуклеофильности воздействующего агента должно со- 
провождаться более выраженным реактивирующим эффектом. 
И действительно, в 1951 г. Вильсон (\/зоп, 1951) показал, что 
процесс реактивации значительно ускоряется, если к угнетен- 
ному ферменту добавить гидроксиламин (МН›ОН) или близкие 
к нему по строению вещества. С усилением нуклеофильности 
реактивирующая способность. соединений резко возрастала. Вы- 
раженным реактивирующим действием обладали некоторые 
гидроксамовые кислоты — в частности, метйодид никотингидро- 
ксамовой кислоты и бетаингидроксамовая кислота (\Изоп, 
МезИсН, 1953; \№Изоп, 1955), а также хлоргидрат пиколингид- 
роксамовой кислоты (\/зоп, СлизБиго, 19556). 

В дальнейшем Вильсон установил, что исключительно мощ- 
ной реактивирующей способностью обладает 2-пиридинальдок- 
симметйодид (ПАМ). Обработка этим соединением (в концен- 
трации 10-3 М) холинэстеразы, угнетенной ТЭПФ, через 1 мин 
реактивировала фермент на 94%, т. е. практически полностью. 
Сравнительные исследования показали, что ПАМ реактивирует 
угнетенную холинэстеразу в несколько тысяч раз лучше, чем 
третичный 2-пиридинальдоксим (\/15оп, С\изБиго, 1955а) 


ин ИН 


в. | ы 
7 
НО он 
| 
СН: 
ПИРИДИН-2-АЛЬДОКСИМ ПИРИДИН-2-АЛЬДОКСИМ- 
МЕТЙОДИД (ПАМ) 
ый НОМ=СН—С—СН=мМоОН 
| | Р: 
МО: :ОИЗОНИТРОЗОАЦЕТОН (МИНА) ДИИЗОНИТРОЗОАЦЕТОН (ДИНА). 












ред третичным соединением можно объяснить тем, что наличие 


положительного заряда при азоте помогает реактиватору при- — 


близиться к молекуле угнетенного фермента благодаря электро- 
статической связи, образующейся между этим зарядом и анион- 
ным центром фермента. 

Очень высокой реактивирующей способностью, не уступаю- 
щей ПАМ, обладают также некоторые оксоальдоксимы (моно- 
изонитрозоацетон, диизонитрозоацетон). Чайлде и др. (СВИаз 
е{ а|., 1955) провели сравнительное исследование способности 
большого числа оксимов и гидроксамовых кислот реактивиро- 
вать холинэстеразу мозга, угнетенную зарином. Они показали, 
что все изученные соединения по своей активности могут быть 
разбиты на 4 группы. 

1. Вещества, обеспечивающие более чем 50%-ное реактиви- 
рование за 1 ч: диизонитрозоацетон, изонитрозоацетофенон, мо- 
ноизонитрозоацетон, фенилглиоксим, ПАМ, пиридин-4-альдок- 
симметйодид. 

2. Вещества, обеспечивающие 50%-ное реактивирование за 
24 ч: диизонитрозоциклогексанон, глюоксим, изонитрозоацетил- 
ацетон, изатин-В-оксим, пиридин-2-альдоксим, пиридин-4-альдо- 
ксим, салицилальдоксим, триизонитрозопропан, йодметилат ни- 
котингидроксамовой кислоты, пиколингидроксамовая кислота и 
пиримидин-2-гидроксамовая кислота. 

3. Вещества, обеспечивающие 20%-ное реактивирование за 
24 ч: о-хлорбензальдоксим, диацетилмоноксим, метилглиоксим, 
пиридин-3-альдоксимметйодид, пирогаллальдоксим, фурогидро- 
ксамовая кислота, салицилгидроксамовая кислота. 

4. Вещества, которые за 24 ч реактивируют фермент менее 
- чем на 10%: ацетоксим, циклогексан-1, 2-диондиоксим, галлаце- 
тофеноноксим, глюкозоксим, о-оксиацетофеноноксим, м- и п-ок- 
сибензальдоксимы, изонитрозодимедон, пантан-2, 3, 4-трион-2 3- 

диоксим, пиридин-3-альдоксим, бензгидроксамовая кислота, изо- 
никотингидроксамовая кислота, п-метилбензгидроксамовая кис- 
лота, тропогидроксамовая кислота. 

Начиная с 1955 г., число исследований, посвященных реак- 
тиваторам холинэстеразы, неуклонно и очень быстро возраста- 
ло, потому что стало известно, что многие из этих соединений 
могут быть использованы в качестве антидотов при отравле- 
ниях фосфорорганическими ядами. В настоящее время литера- 
тура по этому вопросу чрезвычайно обширна. Частично она бы- 
ла обобщена в различных обзорах и монографиях (Нойпзе4ь 
1959; О’Вмеп, 1960; Неа, 1961, и др.). Достаточно подроб- 
ные обзоры о свойствах и применении реактиваторов холин- 
эстеразы имеются и на русском языке (Г. А. Степанский, 1958; 

_ С.Н. Голиков и В, И. Розенгарт, 1960; Г. А. Степанский, 

1961), 
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Преимущество йодметилированного пиридинальдоксима пе. _ 


"2. 





реактин. 
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--4-альдок. 


ование 34 
озоацетий: 
Н-4-альдо- 
тилат Ни 


кислота 1 


Поэтому в данной книге мы ограничимся изложением лишь 
общих положении, а также наиболее новых данных, которые 
появились после выхода в свет указанных обзоров: 


Кинетика и механизм реактивации 


Кинетические исследования Дэйвиса и Грина (Ра\1ез, @гееп, 
1956) показали, что процесс реактивации протекает по уравне- 
нию второго порядка. При этом была установлена четкая зави- 
симость скорости реактивации от рН. При использовании в ка- 
честве реактиватора моноизонитрозоацетона резко выраженный 
максимум реактивации наблюдался при РН = 7,8. Из этих ис- 
следований совершенно однозначно вытекает, что реактиваторы, 
имеющие строение оксимов или гидроксамовых кислот, прояв- 
ляют свое действие только в ионизированном виде, в форме 
анионов. Ионизация оксимов происходит следующим образом: 


в=№—ОН == В=М=07 + Н*. 


Реактивирующей активностью обладает только — анион 
В =мМ— О. 

В дальнейшем было установлено (@гееп, ЗтИВ, 1957, 1958а, 
6), что в процессе реактивации оксимами сначала образуется 
комплекс между реактиватором и угнетенным ферментом. В слу- 
чае применения ПАМ комплексирование обеспечивается, вероят- 
но, связью между положительно заряженным атомом азота и 
анионным центром фермента. В случае выбора МИНА и близ- 
ких к нему 2-оксоальдоксимов в комплексообразовании участ- 
вует какой-то другой участок фермента, который связывается с 
карбонильной группой  реактиватора. В оксимах типа 
вС(0)СН=мМОН изменение структуры радикала К не влияло 
существенно на реактивирующую активность. 


Таким образом, весь процесс реактивации можно изобразить 
следующим образом: 


А- + НЕР —® А-.НЕР -№> НЕ* + АР. 
К С 

Здесь А — анион оксима; НЕР — фосфорилированный фер- 
мент, НЕ* — активный фермент. На первом этапе происходит 
образование комплекса между реактиватором и угнетенным 
ферментом (А- НЕР), а затем этот комплекс разрушается с об- 
разованием активного фермента и продуктов вдаимодействия 
реактиватора с фосфорильной группой яда. Из приведенного 
Уравнения видно, что суммарную скорость реактиваций опре- 
деляют два фактора: прочность комплекса между реактивато- 
ром и угнетенным ферментом и скорость реакции дефосфорили- 
рования. Образование комплекса представляет собой обрати- 
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мый процесс, и прочность комплекса зависит от константы рав- 
новесия Кд, характеризующей эту обратимую реакцию. Чем 
больше величина Кд, тем менее прочен комплекс. Скорость ре- 
акции дефосфорилирования прямо определяется константой 
скорости №. Из сказанного совершенно очевидно, что общая 
эффективность реактивации будет прямо пропорциональна ве- 
личине Аз и обратно пропорциональна величине Кд, т. е., в. ко- 
чечном счете, она определяется отношением т При расчете 
этих величин необходимо учитывать уже отмеченный выше 
факт, что в непосредственную реакцию с угнетенным ферментом 
вступает только анионная форма оксима, т. е. нужно вносить 
поправку на концентрацию этой формы, которая зависит от рК 
оксима и рН среды, в которой происходит реактивация. 

Табл. 15 иллюстрирует значение каждой из двух величин в 
определении общей скорости реактивации. Из таблицы видно, 
что каждая из этих двух величин может очень существенно 
влиять на общую скорость реактивации. Например, моноизо- 
нитрозоацетон лучше дефосфорилирует угнетенный фермент, 
чем пиридин-2-альдоксимметйодид; однако последний является 
значительно более эффективным реактиватором, так как обра- 
зует более прочный комплекс с угнетенным ферментом. 


Таблица 15 


Величины констант, определяющих скорость реактивации 
диэтоксифосфорилированной холинэстеразы эритроцитов человека 


(Сгееп, ЗтйИВ, 1958а, б) 








В 
Реактиватор КА | в | КА 
о 
Моноизонитрозоацетон ..,... 0,02 2,3 110 
Пиридин-2-альдоксимметйодид .. 0,00014 0,65 4700 
Пиридин-4-альдоксимметйодид . .,. 0,0031 0,76 240 


Строение реактиваторов 


В табл. 16 перечислены некоторые реактиваторы холинэсте- 
разы, представляющие наибольший теоретический и практиче- 
ский интерес. В таблице приведены значения рК реактиватора 
и псевдобимолекулярной константы скорости реакции реактиви- 
рования. Эта константа отражает реальную скорость реактива- 
ции и ‘учитывает общую концентрацию реактиватора без по- 
правки на количество анионной формы при данном рН. : 

Из таблицы видно, что оксимы обладают значительно боле 
высокой реактивирующей способностью, чем гидроксамовые 
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Таблица 16 


Строение и реактивирующая активность некоторых оксимов 
(Ё-бимолекулярная константа скорости реактивации 
диэтоксифосфорилированной истинной холинэстеразы). — Неа, 1961 





Название 


| 


Строение 





Моноизонитрозоаце- 
тон (МИНА) 


Диизонитрозоаце тон 


(ДИНА) 


Диацетилмоноксим 


(ДАМ) 


Изонитрозоацетофенон 


Пиколингидроксамо- 
вая кислота 


Никотингидроксамо- 
вая кислота 


Иодметилат  никотин- 
гидраксамовой кислоты 


Никотинилформальдо- 
ксим 


Иодметилат  никоти- 
нилформальдоксима 


Изоникотинилформаль- 
доксим 





СН.—С—СН=мМоН 
| 
(6) 


НОМ=СН—С—СН=мМОН 


Ге) 
Сс 
ти 
о мон 
С.Н;—©—СН=МОН 
| 

















Название Строение ок К 
} 
Йодметилат изонико- | О= ее" 71 2500 
тинилформальдоксима = 
а к 3 
и 
| 
СНз 
Пиридин-2-альдоксим ИХ 10,1 0,34 


а | 
Ан =СН= =МОН 


Иодметилат а и 8,0 | 20000* 
2-альдоксима (2П | а 
м ЛАсн= =МОН 


| = 





Пиридин-4-альдоксим СН=МОН 10,2 0,80 


Иодметилат пиридин- 
4-альдоксима (4ПАМ) 





Е 
Холин (СНз)з МСН.СН.ОН 0,1 
Диметиламиноэтанол (СНз), МСН»СН.ОН 0,001 








* Это необычно высокое значение, отличающееся от величины, приве- 
денной в табл. 15, было получено на истинной холинэстеразе электриче- 
ского угря (\\Изоп, О1тзБ иго, Оцап, 1958). 


_ кислоты. Модметилирование азота пиридинового ядра, т. е. вве- 
дение в молекулу реактиватора положительного заряда, как 
правило, очень резко увеличивает скорость реактивации. Сте- 


пень этого увеличения оказалась очень различной в разных слу- . 


чаях: при йодметилировании никотингидроксамовой кислоты 
скорость увеличилась в 30 раз, в случае изоникотинилформаль- 
доксима — более чем в 100 раз, в случае пиридин-2-альдокси- 
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ма — почти в 60 000 раз. Для сравнения в таблице приведен хо- 
лин, который тоже обладает выраженным, хотя и слабым, реак- 
тивирующим действием. Его третичный аналог — диметиламино- 
этанол — практически совершенно лишен реактивирующих 
СВОЙСТВ. 

Дальнейшие изыскания новых еше более мощных реактива- 
торов холинэстеразы пошли по пути создания бис-пиридиниевых 
соединений, содержащих две пиридинийальдоксимные группы, 
связанные между собой полиметиленовым мостиком и распо- 
ложенные на разном расстоянии друг от друга. Синтез и иссле- 
дование этих веществ были осуществлены независимо друг от 
друга, разными группами авторов (НоБЫвег её а|., 1958; Ро210- 
тек её а|., 1958; \/ оп, С\изЪиго, 1958; НоБЫюег, За@ег, 1959; 
Веггу еЁ а|., 1959). 

Строение и относительная реактивирующая активность неко- 
торых из этих соединений приведены в табл. 17, из которой 
видно, что наибольшей активностью обладает соединение ТМБ-4, 
представляющее собой 1, 3-бис (М-пиридиний-4-альдоксим)-про- 
пандибромид. 

Кинетика реактивации холинэстеразы под действием ТМБ-4 
и близких к нему бис-четвертичных соединений отличается от 
картины, наблюдаемой.при использовании других реактивато- 
ров. Процесс носит выраженный двухфазный характер: вначале 
в течение короткого отрезка времени происходит очень быстрое 
восстановление активности фермента, а затем реакция практи- 
чески прекращается или прирост активности происходит чрез- 
вычайно медленно. Скейф (ЗсаИе, 1959) объясняет это наступ- 
лением равновесия реакции в связи с образованием стабиль- 
ного фосфорилированного оксима. 

Сопоставление структуры соединений, представленных в 
табл. 17, показывает, что максимальной активностью обладают 
вещества, у которых пиридиниевые кольца находятся на рас- 
стоянии 3—5 метиленовых групп друг от друга. Уменьшение 
этого расстояния до одной метиленовой группы или увеличение 
его до 10 сопровождается заметным снижением реактивирую- 
щих свойств. Второй важный вывод состоит в том, что в реак- 
цию с фосфорилированным ферментом вступает, по-видимому, 
только одна из двух имеющихся оксимных групп, так как со- 

единения, содержащие одну оксимную группу (последние два 
вещества в табл. 17), тоже являются значительно более мощ- 
ными реактиваторами, чем 2ПАМ. Возможно, что второе пири- 
диниевое кольцо, расположенное на определенном расстоянии 
от первого, увеличивает прочность комплекса между реактива- 


тором и угнетенным ферментом. 

В самое последнее время появилось сообщение (Епоевага, 
Ег4тапи, 1963) о создании нового реактиватора холинэстеразы, 
еще более эффективного, чем ТМБ-4. ` 


|) 
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Таблица 17 


Сравнительная реактивирующая активность некоторых бис-пиридиниевых 
соединений (реактивация диэтоксифосфорилированной истинной 
холинэстеразы при рРН—7,4 и 37°; реактивирующая способность ПАМ принята 
за единицу). — По данным разных авторов 





Относительная 
Соединение скорость 


реактивации 





|+) СН=мОН 





(ТБМ-4) 








(СН,,——— 











Этим соединением оказался бис-[4-оксиминометилпиридиний- 
(1)]-метиловый эфир-дихлорид (ГАН-6б). 
НС=МОН НС=мМОоН 
| 
/ А 


Е [| 


№ А 
| | 
СНЕ 0 — СИ 

тан, 


На примере истинной холинэстеразы, угнетенной ДФФ и 
фосфаколом, было показано, что ГАН-6 является в два раза 
более мощным реактиватором, чем ТМБ-4. 


О гипотезе «молекулярной комплементарности» 


Вильсон и сотр. (\/1Изоп, ОшзБиге, Оцап, 1958; \МИзоп, 
1959) опубликовали серию исследований, посвященных деталь- 
ному изучению реактивирующих свойств изомеров йодметилата 
пиридинальдоксима (ПАМ). При рассмотрении структуры, на- 
пример, 2ПАМ видно, что благодаря наличию двойной связи 
в боковой цепи его молекулы он может существовать в виде 
двух геометрических изомеров: син-2-ПАМ и анти-2-ПАМ. Ак- 
тивным реактиватором оказался только анти-изомер. Вильсон 
объясняет это различие тем, что оба изомера обладают различ- 
ной «молекулярной комплементарностью» по отношению к фос- 
форилированному ферменту. 


зе 
$ м 
н 
СН; 
СИН-2ПАМ АНТИ-2ПАМ 


Он предполагает, что при образовании комплекса между 
реактиватором и угнетенным -ферментом положительно заря- 
женный атом азота пиридина прочно закрепляется на’анион- 
ном центре, и тогда для того, чтобы произошла реактивация, 
необходимо, чтобы нуклеофильный кислород оксима был рас- 
положен в непосредственной близости к атому фосфора фос- 
форильной группы. Непрямым путем были определены коорди- 
наты этого атома, и расчеты показали, что благоприятное рас- 
положение может существовать только у анти-изомера, но не у 
син-изомера. В соответствии с этим только анти-изомер 2ПАМ 
обладает реактивирующими свойствами, Эти же рассуждения 


141 








применимы к 4ПАМ, тогда как ЗПАМ, который является очень 
плохим реактиватором, по данным Вильсона, ни в син-, ни в 
анти-форме не может обладать нужным расположением ато- 
мов, чтобы обеспечить необходимую молекулярную комплемен- 
тарность. 

Эта стройная гипотеза была несколько поколеблена недав- 
ними исследованиями Пожиомека и сотрудников (Роглотек еЁ 
а|., 1961а), которые показали, что препарат, выделенный Виль- 
соном, представлял собой не син-2ПАМ, а был карбинолами- 
ном, т. е. вместо оксимной группы —СН=М—ОН (как считал 
Вильсон) фактически содержал группу —СН(ОН)МНОН. Что 
же касается син- и анти-изомеров 2ПАМ, то оказалось, что они 
не существуют в форме стабильных веществ, а легко переходят 
друг в друга и не могут быть получены раздельно. 

В дальнейшем тем же авторам (Ро21отек е# а1., 19616) уда- 
лось синтезировать раздельно син- и анти-изомеры 4ПАМ. Их 
конфигурация была установлена с помощью спектров ядерно- 
магнитного резонанса. Определение реактивирующей активно- 
сти этих соединений производилось на истинной холинэстеразе, 
угнетенной зарином. В полном противоречии с гипотезой Виль- 
сона син-изомер 4ПАМ оказался почти в три раза более эффек- 
тивным реактиватором, чем анти-изомер. 


Зависимость реактивации от природы ингибитора и фермента 


Скорость реактивации определяется не только строением ре- 
активатора. Она в очень большой степени зависит от природы 
ингибитора, точнее —от структуры ‘фосфорильного остатка, 
присоединяющегося к ферменту в процессе угнетения. При сра- 
внении скорости реактивации диэтокси- и диизопропоксифосфо- 
рилированной холинэстеразы оказалось, что все реактиваторы 
легче восстанавливают активность диэтоксифосфорилфермента 
(\!П50п, СшзБиге, 1955а; НоБЫюег, 1956; С. М. Марков и др., 
1962). При этом была установлена интересная зависимость: 
реактиваторы, не содержащие четвертичного атома азота 
(МИНА, ДИНА, никотингидроксамовая кислота, пиколингидро- 
ксамовая кислота и др.), реактивировали диэтиксифосфорил- 
фермент в 5—10 раз быстрее, чем диизопропоксифосфорилфер- 
мент. Что же касается реактиваторов, имеющих положительно 
заряженный атом азота, то у них это различие было выражено 
гораздо болыне — скорость реактивации диэтоксифосфорилфер- 
мента была в 50—100 раз выше (\/Изоп, 1955; Ра\!ез, @гееп, 
1956). Эту особенность можно объяснить тем, что объемистые 
изопропильные радикалы в диизопропоксифосфорилферменте 
стерически препятствуют подходу положительно заряженного 
атома азота к анионному центру. В то же время наличие только 
одной изопропильной группы в угнетенном ферменте не мешает 
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реактивации: угнетенная зарином холинэстераза, у которой фос- 
форильная группа содержит один изопропокси- и один метиль- 
ный радикал —СзН?О(СН,)Р(0)—], очень легко реактиви- 
руется всеми реактиваторами. 

С большим трудом протекает реактивация холинэстеразы, 
угнетенной мипафоксом или шраданом (Ке\/ 2, 1957). Подав- 
ляющее большинство реактиваторов практически неспособно 
восстановить активность холинэстеразы, угнетенной табуном 
(\/5оп, Зопапейтег, 1957). Однако ТМБ-4 при использовании 
его в достаточно высокой концентрации заметно реактивирует 
как истинную, так и ложную холинэстеразу, угнетенную табу- 
ном (ЕНезсНег её а|., 1960; НеЙЬгопи, 1963). Энандер (Епап- 
Чег, 1958) исследовал реактивацию холинэстеразы эритроцитов 
после угнетения различными ФОС, содержащими в своей моле- 
куле остаток холина (метилфторфосфорилхолин, метилфтор- 
фосфорилгомохолин,  метилфторфосфорил-В-метилхолин). Ни 
один из изученных им реактиваторов (2ПАМ, йодметилат нико- 
тингидроксамовой кислоты, ДИНА, ДАМ) совершенно не реак- 
тивировал фермент, угнетенный этими ядами. Энандер предпо- 
лагает, что исследованные им ФОС в процессе угнетения холин- 
эстеразы образуют дополнительную связь с ферментом за счет 
четвертичного атома азота холина, который соединяется с анион- 
ным центром. Это обеспечивает более прочное соединение фер- 
мента с ингибитором и препятствует воздействию реактивато- 
ров. 

Реактивация зависит и от типа фермента. При использова- 
нии различных ингибиторов и реактиваторов было показано, 
что во всех случаях истинная холинэстераза реактивируется 
легче, чем ложная (Зсайе, 1959). Оказалось, что химотрипсин, 
угнетенный ФОС, тоже может быть реактивирован самыми раз- 
личными оксимами и гидроксамовыми кислотами. Этот процесс 
протекает несколько медленнее, чем в случае реактивирования 
холинэстеразы, но подчиняется тем же кинетическим закономер- 
ностям (Сгееп, №сво|, 1959; Совеп, Ейапвег, 1960). 





УТРАТА СПОСОБНОСТИ К РЕАКТИВАЦИИ 


Продолжительность контакта фермента с ингибитором иг- 
рает важную, а иногда даже определяющую роль в процессе 
реактивирования. Хоббигер (НоБвег, 1956) показал, что вос- 
становление активности очищенной холинэстеразы эритроцитов, 
угнетенной различными ФОС, происходило достаточно полно 
только тогда, когда предварительное взаимодействие фермента 
с ФОС продолжалось не более 20 мин. С удлинением продолжи- 
тельности контакта реактивирующая способность 2ПАМ и дру- 
гих реактиваторов ослабевала. Аналогичный эффект наблю- 
дался в опытах ш \!\о в крови, взятой у кроликов через 4 ч 
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после введения ДФФ; добавление 2ПАМ приводило к отчетли- 
вому реактивированию холинэстеразы, в то время как фермент 
крови, полученной через 24 ч, не поддавался реактивированию. 

По данным Дэйвиса и Грина (Ра\!ез, @гееп, 1956), хране- 
ние холинэстеразы, угнетенной зарином, в течение нескольких 
часов при 37° приводит к резко выраженному снижению способ- 
ности моноизонитрозоацетона реактивировать фермент. Анало- 
гичные данные были получены для холинэстеразы плазмы, угне- 
тенной ДФФ (НоБЫоег, 1955). 

Это явление получило название «старение» угнетенной хо- 
линэстеразы. Было показано, что доля фермента, способного к 
реактивации, экспоненциально уменьшается во времени, т. е. 
процесс старения протекает по кинетике первого порядка. При 
повышении температуры и при сдвиге реакции среды в кислую 
сторону скорость старения быстро увеличивается. Все это сви- 
детельствует о том, что утрата способности к реактивации пред- 
ставляет собой химическую реакцию. 

Скорость процесса старения в большой степени зависит как 
от природы ингибитора, так и от типа фермента. Холинэстераза, 
угнетенная ДФФ, как правило, быстрее утрачивает способность 
к реактивации, чем фермент, угнетенный фосфаколом или дру- 
гим ФОС, содержащим диэтоксифосфорильную группу. По дан- 
ным Г. С. Янса и др. (1962), существуют значительные разли- 
чия в скорости старения после угнетения ДФФ и зарином. Так, 
холинэстераза сыворотки, угнетенная ДФФ, уже после 8 ч хра- 
нения при 25° восстанавливала свою активность под действием 
2ПАМ только на 26%. В тех же условиях хранения фермент, 
угнетенный зарином, даже через 120 ч на 50% сохранял спо- 
собность к реактивации. При использовании разных ингибито- 
ров было показано, что процесс старения ложной холинэсте- 
разы происходит приблизительно в 10 раз быстрее, чем истин- 
ной (НоБЫюоег, 1955). По данным Коэна и Эрлангера (СоВеп, 
Егапоег, 1960), химотрипсин, угнетенный фосфаколом, со- 
всем лишен способности стареть даже при длительном хра- 
нении. 

Интересное наблюдение недавно сделала Хейльброн (Ней- 
Бгопп, 1963). Исследуя реактивацию холинэстеразы сыворотки, 
угнетенной табуном, она установила, что очищенный фермент 
утрачивает способность к реактивации гораздо медленнее (бо- 
лее чем в 10 раз), чем исходная плазма человека или лошади. 
Возможно, это объясняется тем, что в цельной плазме содер- 
жится фактор, ускоряющий старение, так как прибавление про- 
кипяченной и центрифугированной плазмы к очищенным препа- 
ратам ускоряло их последующее старение. Правда. этот фактор 
был более выражен в плазме человека, чем в плазме лошади, 
хотя очистка в равной степени замедляла старение холинэсте- 
разы из этих двух источников. 
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Первоначально механизм утраты способности к реактивации 
объясняли тем, что при хранении угнетенного фермента проис- 
ходит трансфосфорилирование — перенос фосфорильного остат- 
ка с участка, где он связан лабильно (возможно, с имидазола), 
на серин, где он связывается настолько прочно, что отщепление 
его становится невозможным даже под действием нуклеофиль- 
ных реагентов. В дальнейшем, когда стало известно, что ника- 
кого промежуточного фосфорилирования имидазола не проис- 
ходит, а фосфорильная группа сразу присоединяется к остатку 
серина (так же как ацетильная группа в ходе гидролиза аце- 
тилхолина), от этого представления пришлось отказаться. 

В 1959 г. голландские исследователи (Вегеп@з е# а1., 1959; 
СоПеп е а|.,- 1959) предложили другую гипотезу, объясняющую 
механизм старения. Авторы угнетали холинэстеразу сыворотки 
ДФФ, меченым Р?3? и хранили угнетенный фермент в определен- 
ных условиях. Через различные промежутки времени они опре- 
деляли способность фермента к реактивации и одновременно те 
же порции фермента подвергали пептическому перевариванию 
с последующим анализом тех пептидов, которые содержали ме- 
ченый фосфор. В первые минуты после угнетения, как и следо- 
вало ожидать, весь меченый фосфор находился в составе диизо- 
пропилфосфорилированных пептидов, однако, по мере хранения, 
часть фосфора начинала обнаруживаться в форме моноизопро- 
пилфосфорильной группы, причем доля Р?3?, находимого в этой 
форме, всегда соответствовала той доле фермента, которая уже 
не могла быть реактивирована. Был сделан вывод, что процесс 
старения состоит в деалкилировании фосфорильной группы, в 
превращении диизопропилфосфорилфермента, способного к ре- 
активации, в стабильный, нереактивируемый моноизопропил- 
фосфорилфермент: 
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РЕАКТИВИРУЕТСЯ НЕ РЕАКТИВИРУЕТСЯ 


Этот вывод был подтвержден в опытах с ДФФ, который был 
мечен одновременно РЗ? и С“. По мере старения содержание 
Р3? в ферментном белке сохранялось постоянным, а содержа- 
ние С! постепенно снижалось, причем в надосадочной жидко- 
сти обнаруживался изопропанол-С\“. В дальнейшем было уста- 
новлено, что и при угнетении холинэстеразы сыворотки зарином 


—Р32 старение происходит по такому же механизму (Г. С. Яне 
и др., 1962). 

Заканчивая главу о реактиваторах холинэстеразы, необхо- 
димо упомянуть об одном наблюдении, которое вскрывает но- 
вые и неожиданные свойства реактиваторов. Оказалось, что в 
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некоторых случаях реактиваторы способны реагировать с ФОС 
с образованием сравнительно стойких фосфорилированных про- 
дуктов, которые обладают не меньшей, а иногда даже более вы- | 





раженной антихолинэстеразной активностью, чем исходные 
ФОС. Так, оказалось, что при взаимодействии 4ПАМ с зарином 
образуется вещество, названное авторами 4ФПАМ, которое к. 
имеет в водном растворе при РН = 7,6 период полураспада | 

около 700 мин и обладает в 1,4 раза более мощным антихолин- 
эстеразным действием, чем зарин (НасКеу е# а1., 1959) 
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В случае взаимодействия с зарином 2ПАМ образующийся 
продукт оказался менее стойким — он имел период полураспада 
15—30 мин. При обычно применяемых концентрациях эффект 
такого превращения невелик, однако в ряде случаев с его воз- 
можностью нужно считаться. 

Мы рассмотрели в этой главе некоторые общие свойства 
реактиваторов холинэстеразы и механизм их действия на угне- 
тенный фермент. Способность многих веществ, особенно из 
класса оксимов, быстро и полно восстанавливать активность 
холинэстеразы, утраченную под действием ФОС, была исполь- 
зована в работах по профилактике и терапии отравлений эти- 
ми ядами. При этом было установлено, что некоторые реактива- 
торы обладают выраженным антидотным эффектом при отра- 
влении ФОС животных и человека. Более подробные данные об 
использовании реактиваторов в качестве антидотов ФОС при- 
ведены в разделе «Экспериментальная терапия». 
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ПРЕВРАЩЕНИЯ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ 
В ОРГАНИЗМЕ 


РАСПРЕДЕЛЕНИЕ И ВЫВЕДЕНИЕ $ФОС 


В изучении механизма токсического действия ядов важное ме- 
сто должно принадлежать исследованию судьбы ядов в орга- 
низме — скорости их всасывания, характера распределения, дли- 
тельности пребывания в органах, путей выведения, особенно- 
стей взаимодействия с различными биохимическими субстрата- 
ми тканей и т. д. Решение всех этих вопросов в отношёнии ФОС 
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связано с необходимостью определения ничтожно малых концен- 
траций яда в биологических объектах. Серьезные методические 
трудности, возникающие при этом, до последнего времени ме- 
шали успешному разрешению задачи. 

Серьезным шагом вперед в разрешении этой проблемы яви- 
лось применение метода радиоактивных индикаторов. 

Яндорф и Мак-Намара (Лап4дог{, МеМатага, 1950) исследо- 
вали распределение радиоактивного фосфора после введения 
кроликам меченого ДФФ. Опыты показали, что в почках, пе- 
чени, легких и плазме определяются значительные концентра- 
ции Р?32, в то время как в остальных органах, в том числе и в 
головном мозгу, содержание радиофосфора очень невелико. 
Аналогичные результаты получил Утияма (ОсШуата, 1959). 
После внутривенного или внутрибрюшинного введения кроли- 
кам зарина-Р3? содержание Р?3? в легких было выше, чем в дру- 
гих органах. С увеличением времени после введения яда содер- 
жание РЗ? в крови снижалось быстрее, чем в тканях (МеРвай, 
АФе, 1960). 

При накожном нанесении паратиона — Р3? человеку, кошке, 
кролику и крысе радиоактивность накапливалась в значитель- 
ном количестве только в поверхностных слоях кожи. Наиболь- 
шие количества РЗ? были обнаружены в волосяных фолликулах 
и в сальных железах. Всасывание паратиона и фосфакола че- 
рез кожу происходило чрезвычайно медленно — не более чем 
5 молей в минуту на 1 см?. Зарин всасывался в 25 раз бы- 
стрее (Егейгззоп и др., 1961а, 6; 1962). После накожного на- 
несения меченого паратиона мышам вещество обнаруживалось 
в различных органах и тканях. Наибольшая радиоактивность 
была обнаружена в слюнных железах и в жировых тканях шеи. 
Значительное количество РЗ? было найдено в стенках желудка 

и кишечника, щитовидной железе, селезенке и легких. В мыш- 
цах и центральной нервной системе содержалась небольшая ра- 
диоактивность  (ЕтедгИкззоп, В!еею\, 1961). После’ введения 
крысам меченого вещества Байер-29493, близкого по строению 
к метилпаратиону, накопление радиоактивности отмечалось в 
печени, почках и, в несколько меньшей степени, в костях (Вга- 
ду, А{риг, 1961). 

К. А. Гар, Н. А. Сазонова и Ю. Н. Фадеев (1955а, 6) исполь- 
зовали в своей работе тиофос (паратион) и метафос (метилпа- 
ратион), меченные радиоактивным фосфором. Было обнаружено, 
что после введения этих препаратов в кровь кроликам происхо- 
дит настолько быстрое их разрушение, что в случае применения 
тиофоса, например, уже через 1—2 мин 30—40% содержа- 
щегося в крови РЗ? относилось к продуктам гидролиза пре- 
парата, растворимым в воде. Было отмечено также быстрое 
выведение препаратов из организма. Метафос разрушался 
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несколько медленнее (полный распад происходил к исходу 
вых суток). 

Быстрое разрушение тиофоса в организме животных и че, 
века было подтверждено Эйкеном (Е1сКеп, 1954), который по. 
казал, что после введения тиофоса в моче очень быстро появ- 
ляется продукт его гидролиза — п-нитрофенол. Выделение П-НИ- 
трофенола обычно заканчивалось в течение первых суток. Коэн 
и Варринга (Сореп, \Уаггшра, 1954) внутримышечно ВВОДИЛИ 
людям, с целью лечения глаукомы, ДФФ, меченный Рз2, в не- 
токсических дозах. Максимальное содержание препарата в кро- 
ви было зарегистрировано через 90 мин. Значительная часть 
РЗ? прочно связывалась с белками крови и органов, а часть пре- 
парата подвергалась гидролитическому разложению. Выведе- 
ние РЗ? из организма осуществлялось преимущественно почка- 
ми: за 10 дней с мочой было выделено 60—70% введенной ра- 
диоактивности. С калом за этот же период выделилось лишь 5% 
Рз?. Необходимо подчеркнуть, что относительно быстро покидал 
организм только тот Р3?, который входил в состав продуктов ги- 
дролиза. Фосфор, связанный: с белками плазмы и эритроцитов, 
исчезал из крови со скоростью, соответствующей скорости об- 
новления составных частей крови. Важно отметить, что как в 
эритроцитах (М1сВе|, 1953), так и в сыворотке (@ои#ег, 1956) 
большая часть ДФФ, меченного радиоактивным фосфором, свя- 
зывается с белком неспецифической эстеразы, а не холинэсте- 
разы. В то же время связь меченого ДФФ с холинэстеразой 
сыворотки оказалась более прочной, чем с другими белковыми 
фракциями (Софеп, М/аггтеа, 1957). 

Способность ФОС быстро и прочно связываться с белками 
тканей определяет некото 
ния ФОС в организме, та 
форорганические вещест 


характер распределения ФОС' в значительной мере зависит от 
способа их введения в организм, Это очень ярко продемонстри- 
ровали Априсон и др. (Арг1зоп е# а!., 1954), которые вводили 
ДФФ в правую сонную артерию кроликам и определяли актив- 
ность холинэстеразы в различных отделах мозга. Оказалось, 
что в соответствии с неравномерным распределением ДФФ. ак- 
тивность фермента была значительно более угнетена в правом 
полушарии. Поведение животных (кружение на месте в одну 
сторону) также свидетельствовало об асимметричном наруше- 
нии функции центральной нервной системы. Аналогичные а 
ные получил Уайт (\/ВЦе, 1956). Пользуясь специальным м р 
крометрическим шприцем, соединенным со а 
аппаратом, он вводил ДФФ непосредственно в правое ее — 
тое ядро мозга кроликов и показал, что при умеренных дозах 
яда (до 0,16 мг) ДФФ практически не распространялся за пре 
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делы хвостатого ядра. Активность холинэстеразы в других от- 
делах мозга почти не снижалась. 

Особенности распределения ФОС в организме, в частности 
их способность проникать через гемато-энцефалический барьер, 
в значительной степени зависят от химического строения и В 
первую очередь от наличия свободного электрического заряда 
в их молекуле. С большой убедительностью было показано, что 
как аммониевые (КоеПе, 1956), так и сульфониевые (Я. С. Сму- 
син, 1957, 1958; Э. В. Зеймаль и др., 1962, 1963; Л. Г. Магазан- 
ник и И. В. Семенов, 1962; Уап4еКаг, Неа, 1957) производные 
некоторых ФОС, обладающие высокой токсичностью и выра- 
женным антихолинэстеразным действием ш уЙго, почти не угне- 
тают холинэстеразу мозга при введении в кровь животным. 

Скорость выделения ФОС и продуктов их гидролиза из ор- 
ганизма в большой степени зависит не только от химического 
строения вещества, но также от пути введения яда, вида и пола 
животного. Эти зависимости были особенно убедительно пока- 
заны при использовании ФОС, меченных Рз?. Так, оказалось, 
что после накожного нанесения кораля (вещество, близкое по 
строению к паратиону) крысам через сутки выделяется 3% вве- 
денной дозы, после подкожного введения — 11%, а после перо- 
рального — 40% (Кгцебег её а1., 1959). После пероральной дачи 


крысам диметоата у самок через 5 суток выделилось 55$, ау 
самцов 90% (Пашегтап её а|., 1959). Выведение паратиона у 
крыс через сутки составляло 60%, а у коров через 5 суток толь- 
ко 13% (Абте4 ей а1., 1958). 


ДЕТОКСИКАЦИЯ ФОС 


Еще на первых этапах изучения фосфорорганических ядов 
было отмечено, что некоторые ткани и биологические жидкости 
обладают способностью уменьшать их токсические свойства. 
Так, было установлено, что даже кратковременный контакт не- 
которых ФОС с плазмой или сывороткой крови приводит к бы- 
строй детоксикации ядов. 

При изучении природы детоксицирующего действия тканей 
внимание исследователей в первую очередь было привлечено к 
возможности ферментативного расщепления ФОС в организме. 
Мазур (Магиг, 1946) установил, что в тканях организма содер- 
жится специальный фермент, который катализирует гидролиз 
ДФФ по фторфосфорной связи, в результате чего отщепляется 
фтористоводородная кислота и ДФФ теряет токсические свой- 
ства. Мазур описал ряд свойств этого фермента, показал, что 
он не идентичен холинэстеразе, произвел частичную очистку его 
и дал ему название фосфофлюораза. 

В дальнейшем появилось большое число исследований, с раз- 
ных позиций трактующих вопрос о природе фермента, который 
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катализирует гидролиз ФОС. Олдридж (19536) обнаружил в 
сыворотке фермент, гидролизующий фосфакол. На основании 
своих исследований автор пришел к заключению, что этот фер. 
мент идентичен ранее открытой им А-эстеразе сыворотки 
(А!Чг14се, 1953а), которая, в отличие от В-эстеразы, практиче- 
ски совершенно не чувствительна к инактивирующему действию 
фосфакола. Было показано, что неспецифическая А-эстераза 
Олдриджа активируется некоторыми хлорсодержащими инсек- 
тицидами. Этим можно было объяснить, что предварительное 
введение крысам алдрина (гексахлоргексагидродиметаннафта- 
лин) предотвращает токсическое действие паратиона (Вай, 
1954; Сгемег, 1958). 

Моунтер и сотр. (Мошиег её а1., 1953) более детально ис- 
следовали фермент гидролиза ДФФ, описанный Мазуром. Им 
удалось получить высокоочищенные препараты фермента из по- 
чек, пользуясь методом фракционированного осаждения спир- 
том. Оптимум действия фермента лежал при РН = 7,5—8,0. 
В другой работе Моунтер (1954) подверг исследованию фермент 
сыворотки крови, способный гидролизовать фосфорорганические 
соединения. Этот фермент обладал способностью расщеплять 
ДФФ, ТЭПФ, фосфакол, а также п-нитрофенилацетат. Он. ока- 
зался идентичным А-эстеразе Олдриджа. 

Сравнение фермента сыворотки с описанным выше фермен- 
том почек показало, что по свойствам они значительно отли- 
чаются друг от друга. Так, фермент почек выраженно активи: 
ровался Мп*+* и Со*+, в то время как для фермента сыворотки 
эти ионы служили ингибиторами. Автор пришел к заключению, 
что в сыворотке и почках содержатся различные ферменты, ка- 
тализирующие гидролиз ФОС. Разные авторы давали этим фер- 
ментам различные названия: ДФФ-аза, диалкилфторфосфатаза, 
фосфорилфосфатаза и др. Коэн и Варринга (Совеп, \Маггшоа, 
1957а) подвергли очистке фермент из почек свиньи. Им удалось 
получить гомогенную фракцию, удельная активность которой 
была в 100—150 раз выше активности исходного гомогената. 

В дальнейшем Моунтер исследовал сравнительную способ- 
ность фосфофлюоразы гидролизовать фосфорорганические ве- 
щества различного строения и показал, что фермент, содержа- 
щийся в почках млекопитающих (Моитег, Г]еп, 1956), а также 
в микроорганизмах (Моищег, ТисН, 1956), хорошо расщепляет 
диалкилфторфосфаты и тетраалкилпирофосфаты, но не дей- 
ствует на фосфакол и на паратион. Наряду с этим было уста- 
новлено (Ма1у, Тапок, 1956), что щелочная фосфатаза почек об- 
ладает способностью гидролизовать фосфакол с образованием 
п-нитрофенола. 

Выраженными ингибиторами фермента оказались многие 
яды сульфгидрильных групп (п-хлормеркурбензоат, хлормеркур- 
нитрат и др.). Напротив, сероводород активировал действие 
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фермента. Активность фермента резко повышалась в присут- 
слвии ионов марганца и в менышей степени кобальта. В среде, 
содержащей Мп++, многие азотистые соединения (производные 
пиридина) дополнительно активировали фермент. 
Обстоятельная серия исследований о ферментативном гид- 
ролизе ФОС, в частности табуна, была выполнена Аугустинссо- 
ном и сотрудниками (АисизНпззоп, НейпБигоег, 1954а, б, в; 
1955а, 6). Фермент, расщепляющий табун, был обнаружен во 
многих тканях и органах. Плазма крови отличалась наиболь- 
пей активностью, причем у разных животных она была различ- 
ной: самой активной у кролика (в 10 раз активнее человече- 
ской), наименее активной — у морской свинки. Фермент полу- 
чил название табуназы или фосфорилфосфатазы, причем авто- 
ры отмечают, что он не относится ни к обычным фосфатазам, 
ни к холинэстеразе. Поше (Роспеё, 1955) также показал нали- 
чие фермента, разрушающего табун, в сыворотке, печени и поч- 
ках животных. Он предложил назвать этот фермент фосфоциа- 
назой. Ионы фтора в концентрации 1 + 10-3 М на 544$ подавляли 
ферментативный гидролиз табуна, но многие другие, в том чис- 


ле [Мо(МоО.) 6-, МоО,?,, и М/О, которые обладали выражен- 


ной способностью ускорять спонтанный гидролиз табуна, совер- 
шенно не влияли на его ферментативное разрушение табуназой 
(АцоцзИпззоп, 1958). 

Хоскин и Трик (Нозт, Тик, 1955) показали, что фермент 
сыворотки крыс расщепляет только правовращающий изомер 
табуна и не действует на левовращающий. По данным Аугу- 
стинссона (1957), табуназа почек и печени тоже обладает вы- 
раженной стереоспецифичностью. 

В сыворотке крови и печени животных был обнаружен так- 
же фермент, расщепляющий зарин (Нозкш, 1956; АШе, Нозкт, 
Тиск, 1956). Опытами, в которых субстратом действия этого 
фермента служил зарин, меченный Р?32, было установлено, что 
единственным продуктом ферментативного гидролиза зарина 
является изопропилметилфосфиновая кислота, которая не об- 
ладает токсическими свойствами и не подвергается дальнейшим 
изменениям в организме крыс. Фермент был назван зариназой 
(Аае, 19546). Интересно отметить, что не удалось установить 
зависимости между индивидуальной чувствительностью кроли- 
ков к зарину и активностью зариназы сыворотки или печени 
(АЧе, 1954а). 

Эйди (А@е, 1958) исследовал активность ферментов, гидро- 
лизующих табун и зарин, в сыворотке крови и 18 видах тканей 
У различных животных. Способность разрушать оба субстрата 
очень незначительно отличалась в различных случаях, из чего 
сделан вывод, что оба вещества гидролизуются одним и тем же 
ферментом или ферментами, чрезвычайно близкими по свой- 
ствам друг другу. Исследование внутриклеточной локализации 
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этих ферментов тоже показало, что они всегда встречаются вме. 
сте: больше всего их в надосадочной жидкости, несколько мень- 
ше в микросомах, еще меньше в митохондриях и совсем мало 
во фракции ядер (Афе, ТиБа, 1958). 

В отличие от этого, фермент, разрушающий 2, 2-дихлорви- 
нилдиметилфосфат, был локализован почти исключительно в 
надосадочной жидкости и во фракции митохондрий (Но@озоп, 
Саз14а, 1962). 

Биненфельд (Вшег{е!а, 1961, 1962а, 6, в‚г) подробно иссле- 
довал ферментативное разрушение армина в организме. Он по- 
казал, что «арминаза» содержится в плазме крови и органах 
многих видов животных и человека; она тормозится сравнитель- 
но высокими концентрациями $КЕ-525А (см. ниже), но совер- 
шенно не утрачивает своей активности под действием реакти- 
ваторов холинэстеразы 2ПАМ и ТМБ-4. 

До сих пор речь шла о разрушении ФОС по связи между 
атомом фосфора и кислотной группой Х (см. схему на стр. 89). 
Однако известны инсектициды, которые помимо этой связи со- 
держат в своей молекуле обычную сложноэфирную группу и их 
гидролитическая детоксикация осуществляется путем разруше- 
ния именно этой группы. К числу таких ФОС относятся мала- 
тион, ацетион, фосдрин (формулы малатиона и фосдрина при- 
ведены на стр. 102) и некоторые другие. Наиболее изучен фер- 
ментативный гидролиз малатиона. О’Брайн (О’Внеп, 1957) 


сын) уз 
с,н;0” \$сн,Соос,Нь 
АЦЕТИОН 


впервые показал, что Р = О аналог малатиона (малаоксон) бы- 
стро разрушается тканями мышей, особенно печенью, почками 
и легкими. Многие ткани и сыворотка крови разных животных 
тоже обладали этой способностью (МигрВу, ОиВо]1з, 1957). Кук 
и др. (СооК е{ а|., 1958; Соок, У1р, 1958) исследовали разруше- 
ние малатиона гомогенатами печени и хроматографически раз- 
деляли образующиеся продукты. Им удалось показать, что при 
гидролизе разрушается одна сложноэфирная связь и образуется 
соответствующая монокислота: 


(СН.О)» Р ($) ЗСНСООН 
| 


сн,соос.Н; 


Не удалось точно установить, какая из двух сложноэфир- 
ных групп, а или В, подвергается разрушению. Фермент, гидро- 
лизующий малатион, был назван малатионазой. В дальнейшем 
с помощью радиоактивного малатиона было показано, что под 
действием малатионазы различных тканей из малатиона наря- 
ду с монокислотой может образовываться и дикислота — про- 
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ОАК о СРАЗРУЕСНИЯ обеих сложноэфирных групп 
(беште, О’Впеп, 1960). 


(СНзО),Р ($) $СНСООН 
| 
сн,соон 


Многие авторы (СооК е{ а1., 1957; Соок, У!р, 1958; Возепрего, 
Соок, 1958; \/ИНатз еЁ а|., 1958; Кагсалтаг е{ а|., 1962) наблю- 
дали, что некоторые ФОС (ЭФН, диазинон, паратион, фосдрин 
и другие) выраженно потенцируют токсические эффекты мала- 
тиона. Оказалось, что этот эффект связан с тем, что перечислен- 
ные вещества подавляют активность малатионазы и тем самым 
препятствуют детоксикации малатиона в организме. Как пра- 
вило, потенцирующая эффективность соединений коррелиро- 
вала с их способностью угнетать малатионазу. В самое послед- 
нее время Касида и сотр. (1963) опубликовали исследование, 
в котором они изучили потенцирующее и антималатионазное 
действие 112 различных ФОС. Чрезвычайно высокой потенци- 
рующей эффективностью обладали некоторые трифенилфосфа- 
ты: они снижали ЛД-50 малатиона с 1500 мг/кг до 50 мг/кг. По- 
добно малатиону происходит ферментативное разрушение и 
других ФОС, содержащих карбоксиэфирные группы (ацетион, 


фосдрин и др.). 


АКТИВАЦИЯ ФОС 





При попадании в организм ФОС могут подвергаться не толь- 
ко детоксикации путем гидролитического разрушения, но и ак- 
тивации, в результате чего их токсичность и антихолинэстераз- 
ная активность возрастают. Как правило, процессы активации 
связаны с окислением ФОС. 

Уже давно было отмечено, что многие фосфотионаты (ФОС, 
содержащие в своем составе Р=5 группу), такие, как пара- 
тион, потазан, ацетион, систокс, малатион и другие, в чистом 
виде почти совершенно лишены антихолинэстеразной активно- 
сти, но приобретают ее в организме животных или при инку- 
бации с препаратами тканей. Активация тионатов легко осу- 
ществлялась срезами печени В атмосфере кислорода, но не про- 
текала в анаэробной среде. Гомогенаты печени, в отличие от 
срезов были лишены способности активировать паратион и дру- 
гие тионаты (Рау\1зоп, 1955а). Добавление к гомогенатам ионов 
магния и дифосфопиридиннуклеотида восстанавливало их акти- 
вирующую способность. Фермент, осуществляющий активацию, 
был сосредоточен во фракции микросом и в надосадочной 
жидкости, но каждая из этих фракций в отдельности проявляла 
лишь слабое действие, а в сочетании они были высоко эффек- 

тивными. В некоторых случаях при более тщательном фракцио- 


158 

















нировании удавалось получить такие препараты микросом, 
которые для проявления своего действия не нуждались в надоса. 
дочной дкости (МигрВу, Ои Во15, 1957). В более ПОЗДНИХ Ис- 
следованиях О’Брайна (О’Внеп её а|., 1958; О’Вмеп, 1959) были | 
изучены особенности активирования различных тионатов фер- 
ментной системой микросом печени. 

В результате всех этих исследований было четко установ 
что активация тионатов состоит в их окислении, 
щении групны Р =$ в Р = 0. Образующиеся кис 
логи фосфотионатов и являются теми соединениями, которые 
определяют их антихолинэстеразные свойства и токсичность. 

Фермент, активирующий паратион и другие тионаты, угне- 
тается многими сульфгидрильными ядрами (йодацетамид, хлор- 
пикрин); веществами, разобщающими окислительное фосфори- 


лирование (2, 4-динитрофенол) ; соединениями, связывающими 
карбонильные группы (гидразиды, гидроксиламин), и др. (Ра- 
у1з0п, 1955). 




























лено, 
т. е. в превра- 
лородные ана- 


У самцов активность этого фермента оказалась выше, чем Ад 


самок. Кастрация самцов сопровождалась снижением активно- 
сти, а введение самкам тестостерона повышало активность 
фермента (МигрВу, Ри Во!в, 1958). Превращение паратиона мо- 
жет происходить не только в печени, но и в других тканях, од- 
нако в печени этот процесс происходит наиболее интенсивно, и 
расчеты показывают, что в организме крыс около 65% всего 
подвергающегося обмену паратиона окисляется именно в пе- 
чени (Ки оуа, 1959) 

Кроме фосфотионатов, известна еще одна группа ФОС, при- 
стающих антихолинэстеразные и токсические свойства толь- 
ко в организме. Это так называемые фосфорамидаты, главными 
представителями которых являются шрадан — октаметил (см. 
формулу на стр. 96) — и димефокс. 

(СНз). а 


(сн), м Е 
ДИМЕФОКС 


Еще в 1950 г. две группы исследователей независимо друг от 
друга установили, что как в организме животных, так и под дей- 
ствием срезов печени шрадан превращается в мощное: антихо- 
линэстеразное вещество (Саг@тег, КИБу, 1950; Ри Во! е# а1., 
1950). В дальнейшем большое число исследователей занима- 
лось изучением механизма этого превращения и выяснением 
свойств ферментной системы, катализирующей этот процесс 
(Е1е1зНег, Гап4огЁ, 1952; Саз4а е! а1., 1954; Неа еЁ а|., 1955; 
О’ВНеп, Зрепсег, 1955; О’Внеп, 1956, 1957; Еепуик, 1957; Ееп- 
УК её а1., 1958). 

Первоначально предполагали, что активным метаболитом 
является М-окись шрадана, образующаяся в результате окис- 
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ления одного из атомов азота 
о 
о ол 
(СНм йо МС, 
ВХ 
(СНз). М № (СН.3)› 
М-ОКИСЬ ШРАДАНА 


Однако в дальнейшем в результате хроматографических и 
спектрографических исследований было установлено, что ток- 
сичный продукт превращения шрадана, обладающий мощным 
антихолинэстеразным действием, представляет собой не М№М- 
окись, а изомерный ей оксиметилшрадан, который образуется 
в организме, возможно, через стадию №М-окиси. 


(©) 
(СН), = | 


(сну, м 


ением , 
активно. ОКСИМЕТИЛШРАДАН 


ало активность 


паратиона № | Артур и Касида (Агиг, Саз1Ча, 1958) показали, что акти- 
`ИХ тканях, 0+ вация димефокса тоже состоит в его окислении, в результате 
интенсивно, 1 чего образуется оксиметилпроизводное, аналогичное только что 
ло 65% вп описанному. 


именно В 1* 


ОКСИМЕТИЛДИМЕФОКС 


Ферментная система, катализирующая окисление шрадана 
и димефокса, оказалась очень близкой к той, которая вызывает 
окисление паратиона и других тионатов. Она характеризова- 
лась той же локализацией в клетке, тоже нуждалась в пиридин- 
нуклеотидах и тормозилась под действием тех же ингибиторов. 

Особый интерес среди веществ, подавляющих окисление 
шрадана, представляет известный ингибитор моноаминоксида- 
зы $КЕ-525А. 








Благодаря своей способности выраженно Тормози превра- 
щение шрадана в токсичный метаболит это соединение может 
быть использовано в качестве профилактического ыы ДлЯ : 
защиты от отравлений шраданом (О’Вцеп, Ра\1зоп, 1958). 

Необходимо упомянуть о механизме активации еще одного 
интересного ФОС, которое часто служит объектом теоретиче- 
ских исследований, особенно при изучении демиелинизации, не- 
редко наблюдаемой при отравлениях ФОС. Речь идет о триор- 
токрезилфосфате (ТОКФ) (см. формулу на стр. 96). Пути его 
превращения в организме стали известны главным образом бла- 
годаря исследованиям Касида и сотрудников, выполненных в 
последнее время (Саз1Ча её а|., 1962; Ею, Саз14а, Ею, 1962). 
Было установлено, что ТОКФ в организме животных сначала 
подвергается ферментативному гидроксилированию, а затем 
спонтанной циклизации, в результате чего образуется соедине- 
ние (Т), которое и является активным метаболитом, определяю- 
щим антихолинэстеразные и токсические свойства ТОКФ. 
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Мы рассмотрели в этом разделе наиболее типичные пути 
разрушения и активирования ФОС в организме и ограничились 
лишь некоторыми примерами, иллюстрирующими направления 
обмена этих соединений. Само собою разумеется, что многие 
отдельные представители обширного класса ФОС подвергаются 
своеобразным превращениям, характерным только для данного 
вещества или для данной группы веществ и зависящим от осо- 
бенностей их химического строения. Хороший обзор литератур- 
ных данных об обмене отдельных ФОС в организме млекопи- 
тающих, насекомых и растений содержится в монографии 
О’Брайна (1960). 

При рассмотрении ферментативных превращений ФОС воз- 
никает совершенно естественный вопрос: откуда в организме 
животных берутся ферменты, более или менее специфически 
действующие на вещества, не только совершенно чужеродные 
для организма, но и отсутствующие в природе в естественных 
условиях? 

Можно попытаться ответить на этот вопрос с позиций гипо- 
тезы, недавно выдвинутой Броди (Вго@е, 1962). Сопоставив об- 
ширные литературные данные о метаболизме лекарственных ве- 
ществ в организме животных, Броди сделал важное обобщение; 
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оказалось, что независимо от того, какими путями идет обмен 
лекарственного вещества (гидролиз, окисление, восстановление, 
конъюгация и Т. д.), продукты реакции всегда оказываются бо- 
лее полярными и менее липидорастворимыми, чем исходные ве- 
шества. Необходимость такого превращения диктуется тем, что 
почки млекопитающих очень плохо приспособлены для выделе- 
ния липидорастворимых веществ. Клубочковый фильтрат про- 
текает по канальцам, покрытым эпителиальными клетками, ко- 
торые образуют сплошную мембрану липидного характера. Ле- 
карственные вещества, являющиеся в большинстве случаев 
очень слабыми органическими электролитами, практически пол- 
ностью реабсорбируются в канальцах и поэтому почти не выде- 
ляются. Для того, чтобы обеспечить их выделение, необходимо 
сделать их менее растворимыми в липидах. Это и осуществляют 
ферменты, метаболизирующие лекарственные вещества. По мне- 
нию Броди, такие ферменты возникли в процессе эволюции как 
приспособление, обеспечивающее более быстрое выделение из 
организма таких примесей к пище, как алкалоиды, терпены, 
стероиды и др. Благодаря низкой специфичности эти ферменты 
способны действовать и на лекарственные вещества, не встре- 
чающиеся в природе. 

В цитированной статье Броди совершенно не касается об- 
мена ФОС, однако рассмотрение с этой точки зрения приведен- 
ных выше данных показывает, что они полностью укладываются 
в гипотезу Броди. Действительно, и гидролиз ФОС, и окисление 
паратиона и других тионатов в соответствующие кислородные 
аналоги, и образование оксиметилшрадана, и гидроксилирова- 
ние ароматических колец ТОКФ — все это приводит к образова- 
нию более полярных и менее липидорастворимых веществ, ко- 
торые должны легче выделяться из организма. 

С этих позиций легко понять и то обстоятельство, почему не- 
которые из обменных превращений ФОС приводят к образова- 
нию более токсичных продуктов, т. е. являются чрезвычайно не- 
целесообразными для организма. Ведь, по выражению Броди, 
«от фермента нельзя ожидать, чтобы он понимал последствия 
своего действия». 


ФАРМАКОЛОГИЯ АНТИХОЛИНЭСТЕРАЗНЫХ ВЕЩЕСТВ 


Фармакологические свойства антихолинэстеразных веществ 
весьма многогранны. Это связано с тем, что холинергические 
структуры, на которые они оказывают избирательное действие, 
широко представлены В различных органах и системах. 

В целях соблюдения необходимой при обобщении многочис- 
ленных экспериментальных Материалов стройности, описание 
фармакологических свойств антихолинэстеразных веществ удоб- 
нее всего вести в соответствии с их действием на органы и 
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системы. Однако, прежде чем перейти к рассмотрению этих дан. 
ных, необходимо сделать несколько замечаний о значении хо. 
линергических структур для функционирования различных ор- 
ганов и систем и определить место антихолинэстеразных ве- 
ществ среди многочисленных соединений, влияющих на эти 
структуры (холинергические вещества). 

Как известно, все преганглионарные аксоны, часть постган- 
глионарных аксонов (соответствующих преганглионарным аксо- 
нам, выходящим из центральной нервной системы в пределах 
среднего и продолговатого мозга-и сакрального отдела спин- 
ного мозга) и аксоны двигательных нейронов холинергичны, а 
постганглионарные аксоны, которые соответствуют преганглио- 
нарным аксонам, выходящим из пределов тораколюмбального 
отдела центральной нервной системы (симпатические волок- 
на), — адренергичны (рис. 15). 

Холинергическим и адренергическим структурам соответ- 
ствуют биохимические системы, определяющие их физиологиче- 
скую специфичность. Холинорецепторы, расположенные в обла- 
сти окончаний постганглионарных холинергических нервов, от- 
носятся к М-холинореактивным системам (мускариночувстви- 
тельным), а расположенные в области ганглионарных и нервно- 
мышечных синапсов именуются Н-холинореактивными система- 
ми (никотиночувствительными). 

Холинергические вещества классифицируются в зависимости 
от избирательности в действии на М- и Н-холинореактивные си- 
стемы (М-холиномиметики и холинолитики и Н-холиномиметики 
и холинолитики). При этом различают М-холинолитики преиму- 
щественно центрального и периферического действия. То же от- 
носится и к Н-холинолитикам. 

Поскольку антихолинэстеразные вещества ингибируют хо- 
линэстеразу во всех холинергических структурах, включая как 
М-, так и Н-холинореактивные системы, они не могут быть от- 
несены ни к М-, ни к Н-холиномиметикам. Среди обширной 
группы холинергических веществ они занимают самостоятель- 
ное место. 

В фармакологических эффектах антихолинэстеразных ве- 
ществ можно различать М- и Н-холиномиметическое деиствие. 
К первому относится действие на секреторные железы, сердце, 
гладкую мускулатуру бронхов, желудочно-кишечного тракта, 
глаза, поверхностных артерий и артерий половых желез; ко вто- 
рому — действие на двигательную мускулатуру и ганглии. Ган- 
тлионарные эффекты могут приводить к усилению эффектов как 
парасимпатических, так и симпатических нервов. Поскольку в 
физиологическом отношении эти нервы являются реципрокными, 
действие антихолинэстеразных веществ на ганглии может при- 
водить к различным эффектам в зависимости от того, на какие 
ганглии действие преобладает, 
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Исходя из изложе 
кие органы и системы и в каком напр 
холинэстеразные вещества 


шем по ходу изложения мате[ 


к 


щие холинергические механи 
чения холинэстераз. 


ого, нетрудно себе представить, на Ка 
авлении действуют анти- 


(см. рис. 15). Для избежания во3- 
можного при такого рода рассмотрении схематизма в дальней- 


риалов мы будем приводить конН- 


ретные для каждого органа и системы данные, характеризую- 
змы с учетом прежде всего зна- 


ВЛИЯНИЕ АНТИХОЛИНЭСТЕРАЗНЫХ ВЕЩЕСТВ НА ОРГАНЫ 


И СИСТЕМЫ 


ВЛИЯНИЕ НА ГЛАЗ 


Первые наблюдения над действием антихолинэстеразных 


веществ на зр 


ре после открытия эзерина. 
в России М. Петржиевичем год 
(Апдегзоп) показ 
ле дегенерации окончаний перерез 


ачок были сделаны Фразером (Егазег, 1862) вско- 
Аналогичные данные были описаны 
ом позже. В 1904 г. Андерсон 
ал, что эзерин перестает сужать зрачок пос- 
анного глазодвигательного 


нерва. В это же время стало известно, что эзерин не действует 


на зрачок в темноте. 

Действие эзерина на глаз состоит в с 
жении внутриглазного давле! 
модации. Сужение зрачка наступает 


круговой мышцы радужной оболочки, 


скую иннервацию. При этом расположен 


ужении зрачка и сни- 
ния, чему способствует спазм акко- 
вследствие сокращения 
имеющей холинергиче- 
ные по ее периферии 


фонтановы пространства и шлеммов канал расширяются, что 
облегчает отток жидкости из внутренних сред глаза и приводит 
к снижению внутриглазного давления. 

Изолированный тизси!из зрыиеег рирШ. теплокровных жи- 


вотных сокращается при воздействии эзер 
1:30 000, большие разведения вызывают Диля 


ина в концентрации 


тацию (Нацз- 


спа, 1960). Вследствие сокращения цилиарной мышцы, так- 


же имеющей холинергическую инн 
так как хрусталик, 
мышце, принимает более выпуклую 


вается на ближайшую точку ясного видения). 
е четвертичные уретаны по силе миотиче- 


ют эзерину (АезсЬШтапи, Кешегь, 1931). 


комодации, 


Прозерин и други 
ского эффекта уступа 


ервацию, наступает спазм ак- 
прикрепленный к указанной 
форму (глаз устанавли- 


Антихолинэстеразные вещества вызывают расширение сосу- 


дов радужки. При 
менения различ 
многие авторы ( 


ных антихолинэстеразных ве 
Сено, 1946; Мазфи4а, 1952; КизеВпа, Георо1а, 


лив крови и отек цилиарного тела после при- 
ществ наблюдали 


1960а). Кроме того, в опытах на кроликах показано, что под 
влиянием антихолинэстеразных веществ. повышается проницае- 


мость гистоофтальмического барьера (Саззеу, 1953, и др.). 
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Значительный интерес представляют данные о всасывании и 
распределении эзерина при введении его в конъюнктивальный 
мешок. Шумахер (ЗсВитасйег, 1956) установил, что после вве- 
дения в конъюнктивальный мешок 0,05 мл 2%-ного раствора 
салицилата эзерина последний обнаруживается в водянистой 
влаге глаза через 10—15 мин. В роговице эзерин обнаруживает- 
ся в течение 4 ч. Время, в течение которого наблюдается су- 
жение зрачка, соответствует периоду, когда эзерин может быть 
обнаружен в радужной оболочке и цилиарном теле. В стекло- 
видное тело эзерин проникает в очень небольшом количестве, 
а в хрусталике не обнаруживается совсем. Однако в иуеа в те- 
чение 4 ч определяются значительные количества эзерина. Су- 
ществует прямая зависимость длительности миоза от времени 
нахождения эзерина в радужной оболочке. 

По силе и продолжительности миотического эффекта анти- 
холинэстеразные вещества заметно отличаются. Некоторое 
представление об этом дает табл. 18. 


Таблица 18 


Сравнительная характеристика миотического эффекта некоторых 
антихолинэстеразных веществ 











Р э 
Препарат Е ы Вы 
` % 

Е и 0,5 4ч 
Проверине 5 3—4» 
Амбеноний ...... 5 Несколько часов 
ея 0,1 7 суток 
Фосфакол НЯ 0,25 а» 
ФБСФОЛИН о... 0,25 Е 


Первые наблюдения миотического действия ДФФ были сде- 
ланы одним из авторов этого препарата — Сондерсом — в 
1941 г. По его описанию, он и сотрудники без противогазов вхо- 
дили в камеру, где создавалась концентрация ДФФ 0,008 мг/л, 
и находились в ней 5 мин. Через 5 мин после выхода людей из 
камеры у них развивался сильный миоз, который длился до 
7 дней, хотя постепенное ослабление симптомов отмечалось че- 
рез 3 суток. В дальнейшем автор заметил, что у него миоз воз- 
никал при работе со значительно меньшими концентрациями 
ДФФ или близкими ему соединениями. Миоз сопровождался го- 
ловными болями и болями в глазах с местом локализации «по- 
зади глаза», особенно выраженными при изменении освещения 
от яркого к слабому. При этом зрачковые рефлексы отсутство- 
аа зрения была снижена. 

а с а при пятиминутной экспозиции 
› продолжавшуюся не более суток. 
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Рис. 15. Схема вегетативной иннервации (В. В. Закусова, 1960). 


Синие линии — холинергические нервы; красные — адренергические; пунктирные ли- 
нии — преганглионарные нервы; сплошные — постганглионарные. 





Повторные дозы атропина расширяли зрачок и уменьшали за- 


стойные явления в глазу. 


Заслуживает внимания заявление автора о том, что даже Че 


рез 15 лет после того, как он впервые испытал на себе действие 
ДФФ, у него сохранились искажения в восприятии белого 
цвета (при миозе белые поверхности кажутся желтыми). 

Опхолт и др. (ОрбоЦ е{ а|., 1956), исследуя влияние ТЭПФ 
на зрение, обратили внимание на то, что вызываемый этим ве- 
ществом спазм аккомодации приводит не только к нарушению 
ближнего зрения (макропсия), но и несколько снижает восприя- 
тие предметов, находящихся вдали, однако не в такой степени, 
чтобы нельзя было судить о расстоянии. В случае возникно- 
вения одностороннего миоза эта способность нарушается, о чем 
свидетельствуют указания пилотов, распылявших инсектициды 
с самолетов. Очень сильно страдает зрение в темноте (Сондерс, 
1961). 

Подробные данные о действии ДФФ на глаз представили 
Леопольд и Комрое ([еоро!4, Сошгое, 1946) , однако они чего-ни- 
будь принципиально нового в наблюдения Сондерса не внесли. 
Наибольший интерес представляют сравнительные данные ав- 
торов о действии различных антихолинэстеразных веществ на 
внутриглазное давление. Оказалось, что ДФФ вызывает более 
сильное и продолжительное снижение внутриглазного давления, 
чем 14 -ный раствор эзерина и 5%-ный раствор прозерина. В по- 
следнее время ведутся довольно интенсивные исследования В 
области изыскания эффективных средств, предназначенных для 
снижения внутриглазного давления. Целый ряд фосфороргани- 
ческих соединений (фосфакол, армин, нибуфин и др.) прошли 
клинические испытания, причем некоторые из них вошли в оф- 
тальмологическую практику (см. стр. 260—263). 

Проведенный анализ механизма физиологического действия 
ДФФ подтвердил старые данные Андерсона, который показал, 
что эзерин не обладает свойственным пилокарпину прямым дей- 
ствием на радужку глаза. Известно также, что в случае пред- 
варительного угнетения холинэстеразы прозерином ДФФ миоза 
не вызывает. 

Таким образом, действие ДФФ и других антихолинэстераз- 
ных веществ на глаз целиком зависит от угнетения холинэсте- 
разы в синапсах глазных мышц, а возможно, и сетчатки, вну- 
тренний синаптический слой которой, согласно данным Френ- 
сиса (Егапс!з, 1953), содержит ацетилхолинэстеразу, которая 
легко ингибируется ДФФ. 

Несмотря на то, что все эффекты антихолинэстеразных ве- 
ществ на глаз находят объяснение в их периферическом дей- 
ствии, есть основания полагать, что в нарушениях зрения, вы- 
зываемых этими веществами, могут участвовать и центральные 
механизмы. В этом отношении небезынтересны данные Рубина 


11 С.Н. Голиков, В, И. Розенгарт 16} 








(Виыт, боего, 1957, 1958) о влиянии Зарина 
у человека. Авторы установили, 
вдыхание в течение 2 Нин воздуха, содержащего 2,(3_ 
273 мг/мз зарина, вызывает у взрослого человека небольшой 
миоз и значительное повышение а зрительного по. 
рога в адаптированном к темноте глазу. Эти явления не исче- 
зали полностью даже по истечении суток. Инстилляция водного 
раствора зарина в конъюнктивальный мешок не привела к по. 
вышению абсолютного зрительного порога, хотя и сопровожда. 
лась более сильным миозом. Нарушения темновой адаптации 
имели место и в том случае, если глаза защищались от не. 
посредственного контакта с парами зарина (авторы использовали 
искусственный зрачок). Если же один глаз оставался незащи- 
щенным, нарушения все равно были двусторонними. Внутри- 
мышечная инъекция атропина в дозе 2 мг значительно ослаб- 
ляла влияние зарина на темновую адаптацию, однако введение 
четвертичного аналога атропина, плохо проникающего через ге- 
мато-энцефалический барьер, оказалось неэффективным. При 
исследовании влияния зарина на темновую адаптацию глаз 
авторы не уловили его положительного влияния, которое можно 
ожидать на основании данных М. С. Трусова (1959) о повы- 
шении световой чувствительности и ускорении процесса темно- 
вой адаптации у человека под влиянием небольших доз эзерина. 
Максимальное повышение этих показателей наблюдалось че- 
рез 2—3 ч после инъекции 0,5—0,8 мл 0,1%-ного раствора эзе- 
рина и держалось до 6—8 и. 
3 сказанного видно, что миотический эффект вызывают как 


обратимые, так и необратимые ингибиторы холинэстеразы. 0Осо- 


бенность последних состоит в том, что они вызывают более про- 
должительный эффект (см. та 
следовать миотич 
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амбенонием «защищает» фермент от необратимого угнетения 
экотиофатом (поскольку действие последнего развивается мед- 
леннее, то эффект амбенония успевает проявиться и В случае 
их одновременного применения). При обратном порядке введе- 
ния, когда вначале действует необратимый ингибитор, эти отно- 
шения, естественно, нарушаются. 

Между антихолинэстеразными веществами и атропином в 
действии на глаз существует двусторонний антагонизм (Зфопе, 
1950). Миоз, вызванный необратимыми ингибиторами холин- 
эстеразы, значительно труднее устраняется атропином по срав- 
нению с миозом, вызванным эзерином, прозерином и амбено- 
нием. В последнее время появились данные о том, что миоз, 
вызванный различными антихолинэстеразными веществами, мо- 
жет быть устранен реактиваторами холинэстеразы (Мато, [ео- 
ро1@, 1958; Кг1зВпа; Теоро14, 1961). Авторы вызывали у кроли- 
ков максимальный миоз закапыванием растворов эзерина 
(0,5%), прозерина (5%), ДФФ (0,1%) и фосфакола (0,25%). 
Затем субконъюнктивально вводили 0,2 мл 5%-ного раствора 
ПАМ. Максимальное расширение зрачка наступило через Зчи 
продолжалось 6 ч. Использование этих данных на практике 
вряд ли возможно, так как антагонистическое действие ПАМ по 
отношению к антихолинэстеразным веществам наступает мед> 
ленно и воспроизводится только при субконъюнктивальной 
инъекции. Антагонистические эффекты реактиваторов холинэсте- 
разы были воспроизведены также в опытах на глаукоматозных 
глазах (ВисКег её а1., 1959). Оказалось, что оксимы устраняют 
такие эффекты антихолинэстеразных веществ, как миоз, сниже- 
ние внутриглазного давления и усиление оттока внутриглазной 
жидкости. 


ВЛИЯНИЕ НА ЖЕЛУДОЧНО-КИШЕЧНЫЙ ТРАКТ 


Влияние антихолинэстеразных веществ на желудочно-кишеч- 
ный тракт выражается в усилении эффектов блуждающего нер- 
ва, которое проявляется стимуляцией секреции пищеваритель- 
ных желез и возрастанием двигательной активности желудка и 
кишечника (увеличение частоты и амплитуды сокращений тон- 
кого и толстого кишечника, усиление моторики желудка). 


Влияние на пищеварительные железы 


Как известно, гуморальным передатчиком для секреторных 
желез является ацетилхолин (Вегпак, 1932). В слюнных желе- 
зах содержится холинэстераза, причем больше истинная, чем 


ложная (Масицозь, 1937; Вщег, \е ; 0 
ВА зсое, 1949; Пугинирег, 
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Гейденгайн (Не!4епваш) еще в 1872 г. показал, что эзерин 
усиливает секрецию слюнных желез. Это действие проявлялось 
и в случае паралича ганглионарной передачи никотином, но 


устранялось атропином. 

При введении антихолинэстеразных веществ в больших до- 
зах, напротив, наблюдается снижение секреции (Еуапз, 1951). 

Дирнубер и Эванс (Оиприфег, Еуапз, 1954) нашли, что вве- 
дение антихолинэстеразных веществ в артерию, питающую под- 
челюстную железу (опыты ставились на собаках и кошках), 
резко усиливает секрецию в ответ на раздражение сПогдае {ут- 
рап! или введение ацетилхолина. 

Эммелин, Мурер (Етшшейп, Мигег, 1950) и Дирнубер и 
Эванс (1954) наблюдали усиление секреции слюны при перфу- 
зии железы эзеринизированной кровью или плазмой. Антихо- 
линэстеразные вещества усиливают секрецию слюны не только 
в ответ на стимуляцию холинергических, но и адренергических 
нервов (ОипвиБег, Еуапз, 1954). 

Эзерин оказывает также влияние на так называемую парок- 
сизмальную секрецию. Этот феномен характеризуется переме- 
жающейся секрецией слюны денервированной железой. «Парок- 
сизмальная» секреция, по-видимому, возникает вследствие 
хаотичного освобождения ацетилхолина на дегенерируемых пост- 
ганглионарных нервных окончаниях. Введение в слюнной про- 
ток эзерина провоцирует появление «пароксизмальной» секре- 
ции и удлиняет ее период (ЕттеНа, З4готЫаа, 1958). 

Коллумбайн и Дирнубер (СиПитЬте, ОутпниБег, 1955) уста- 
новили, что степень секреции возрастает параллельно с тяже- 
стью отравления антихолинэстеразными веществами. Путем экс- 
траполирования экспериментальных данных авторы нашли, что 
при тяжелом отравлении человека зарином общий объем секре- 
та достигает 1,75 л. 

Действие эзерина, прозерина и других «обратимых» ингиби- 
торов холинэстеразы на секрецию слюнных желез сравнительно 
непродолжительно (до 3—4 ч), в то время как «необратимые» 
фосфорорганические ингибиторы холинэстеразы вызывают дли- 
тельное усиление слюноотделения. Согласно данным Т. Ю. Илью- 
ченок (1957), при подкожном введении небольшой дозы фосфа- 
кола и других ФОС на длительное время усиливается секреция 
околоушных и подчелюстных желез собак, при этом в течение 
20 дней наблюдается повышенная чувствительность желез к пи- 
локарпину. 

Секреторное действие ДФФ и других ФОС уступает пило- 
карпину, однако превосходит ацетилхолин, который на секре- 
цию влияет довольно слабо (СиПашЬте, Рипбафег, 1955). 

Согласно данным Дирнубера и др., ФФ ‚вызывает спон- 
танную секрецию слюны при угнетении ИСТИННОЙ холинэстеразы 
подчелюстной железы собаки на 60%. Угнетение ложной 
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холинэстеразы на 80% не вызывает спонтанной секреции, но уси- 
ливает эффект ацетилхолина. Следовательно, холиносенсибили* 
зирующее действие ДФФ на слюнную железу связано преиму- 
щественно с угнетением ложной холинэстеразы, в то время как 
изменения спонтанной секреции зависит от уровня истинной 
холинэстеразы. Аналогичные данные были получены и с «обра- 
тимыми» ингибиторами холинэстеразы: М-хлорфенил М№-метил- 
карбаматом, м-оксифенилтриметиламмоний бромидом и 1, 5- 
бис (-4-аллилдиметиламмоний-фенил) -н-пентан-3-он бромидом. 

Между уровнем угнетения активности ацетилхолинэстеразы 
слюнной железы и величиной секреторного эффекта ДФФ суще- 
ствует поддающаяся количественной оценке зависимость (К! 
Кег, \!езсое, 1949). 

Саливация, вызванная антихолинэстеразными веществами, 
относится к периферическим эффектам, так как она не прекра- 
щается после перерезки секреторного нерва или фармакологи- 
ческой блокады передачи на ганглионарном уровне. В пользу 
преимущественно периферического характера секреторного дей- 
ствия антихолинэстеразных веществ убедительно говорят и вы- 
шеприведенные данные о существовании зависимости между 
этим эффектом и угнетением холинэстеразы. После хронической 
преганглионарной денервации желез наблюдается феномен по- 
вышенной чувствительности к антихолинэстеразным веществам 
(ЕтшеНи, $+гошЫаа, 1957), в то время как при острой и после 
хронической постганглионарной денервации этого явления не 
отмечено (ПугприБег, Еуапз, 1954; ЕпимеНи её а1., 1954; Еште- 
По, ЗибтЫаа, 1958а). Механизм повышения чувствительности 
желез после хронической преганглионарной денервации не вы- 
яснен. 

Согласно данным Штромбледа (ЗгбтЫаа@, 1955, 1957), ак-° 
тивность холинэстеразы в случае преганглионарной и постган- 
глионарной денервации снижается соответственно на 30 и 60%. 
Однако строгой зависимости между степенью повышения чуВ- 
ствительности железы к антихолинэстеразным веществам и 
уровнем снижения активности холинэстеразы отметить не уда- 
лось. 

Антихолинэстеразные вещества усиливают секрецию желу- 
дочного сока, в котором возрастает содержание как соляной 
кислоты, так и пепсина (Рехзпег, 1906), и повышают кишечную 
секрецию (Чупйз, 1948), а также секрецию поджелудочной: же- 
лезы (@аонНеьВ, 1894). 

Эзерин стимулирует секрецию амилазы поджелудочной же- 
лезой голубя и усиливает процесс включения меченого фосфора 
в фосфолипидную фракцию (Нок Т. Е, Нок М. В., 1953). 
Согласно данным Яквеса (Заацез, 1954), ТЭПФ, ГЭПФ и пара- 
тион как при энтеральном, так и при парентеральном повтор- 
ных введениях в токсических дозах вызывают у крыс и морских 
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свинок гиперсекрецию желудочных желез с повышенной пере- 
варивающей активностью желудочного сока. Это действие бы- 
ло сильнее выражено у наркотизированных животных. Пере. 
резка блуждающего нерва и атропинизация угнетали секретор- 
ное действие антихолинэстеразных веществ. Продолжительное 
усиление секреции, сопровождающееся повышенной перевари- 
вающей активностью желудочного сока, приводило к возник- 
новению многочисленных и глубоких язв желудка. При этом 
наблюдалось соответствие между количеством и размерами эр- 
} розий и язв, с одной стороны, и интенсивностью и длительно- 
стью гиперсекреции — с другой. 

р - Френч, Портер и др. (Егепен, Роег 6 а|., 1954) путем раз- 

йе дражения гипоталамуса вызывали резкое стабильное усиление 

секреции соляной кислоты желудком. Было установлено двоя- 

кое влияние: передняя гипоталамическая область, действуя че- 

рез блуждающий нерв, вызывала раннюю секрецию НС], дости- 

гающую максимума в течение часа; задняя гипоталамическая 

область, действуя через гипофиз и кору надпочечников, вызы- 

вала позднюю секрецию НС], достигающую максимума через 

три часа после раздражения. 

ФОС оказывают выраженное влияние и на кишечную секре- Е 
цию. В опытах Т. Ю. Ильюченок (1957) пирофос уже в субтокси: й 
ческих дозах (0,1 смертельной дозы) вызывал при однократном . 
подкожном введении собакам увеличение кишечной секреции. 
Интересно, что в день введения пирофоса кишечная секреция 
не изменялась, но уже через 72 4 увеличивалась на 247%. 
`В течение 17 суток количество отделяемого секрета оставалось 

. повышенным (на 195—2044), а затем возвратилось к исход- 
ному уровню. При постановке опытов по методу Савича с оро- 
`шением слизистой оболочки кишки взвесью каломеля отмеча- 
лось максимальное увеличение секреции через 144 ч после 
однократного введения пирофоса в той же дозе. Секреция дости- 
гала исходных цифр через 15 дней. Действие на секрецию у 
различных ФОС выражено неодинаково. Строгой зависимости 
между токсичностью ФОС и их влиянием на секрецию отметить 
не удается. 











Влияние на двигательную функцию 
желудочно-кишечного тракта 


О сильном влиянии антихолинэстеразных веществ на дви- 
гательную функцию желудочно-кишечного тракта свидетель- 
ствует ряд симптомов, постоянно встречающихся при отравле- 
нии эзерином, прозерином и фосфорорганическими антихолин- 
эстеразными веществами (усиление перистальтики, кишечные 
спазмы, сопровождающиеся сильными болями в животе, по- 
носы), : - 
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Харнак и Витковский (Нагпак, У/ИКо\$КЬ 1876) впервые 
указали на то, что эзерин вызывает усиление перистальтики же- 
лудка и кишечника. 

В дальнейшем эти наблюдения нашли экспериментальное 
подтверждение в опытах на изолированном желудке (Зспа, 
1886), кишечнике (ЗибБойт, 1869; ЛасоЫ, 1891) и изолирован- 
ном отрезке кишки (Опоег, 1907). 

Наибольшей чувствительностью к антихолинэстеразным ве- 
ществам обладает, по-видимому, двенадцатиперстная кишка. 
Кроп и Кункель (Кгор, КипКке|, 1954) показали, что некоторые 
фосфорорганические соединения (зарин, табун) вызывают уси- 
ление тонуса и ритма сокращений двенадцатиперстной кишки в 
таких дозах, которые еще не влияют на дыхание и кровообра- 
щение. С увеличением дозы эффект этих соединений становился 
более выраженным. Так, Холмстедт (Нопз${е4+, 1951) устано- 

вил, что табун вызывает в течение 1—2 мин сильный спазм киш- 
ки, если он вводится в дозах, нарушающих функции дыхания 
и кровообращения. 

Физиологический анализ показал, что антихолинэстеразные 
вещества вызывают усиление всех трех видов двигательной ак- 
тивности: маятникообразных сокращений, тонуса и перисталь- 
тики. При воздействии большими дозами антихолинэстеразных 
веществ стимулирующее влияние на движения кишечника сме- 
няется параличом. 

Аналогичное действие на мускулатуру кишечника кролика 
оказывает «обратимый» ингибитор холинэстеразы — нивалин. 
Д. М. Пасков (1958) установил, что нивалин как на изолиро- 
ванном отрезке кишечника (в концентрациях 10-7 и выше), так 
и на кишечнике 1 зЙи в дозах 0,1 мг/кг и выше вызывает спаз- 
мы гладкой мускулатуры. Эти спазмы снимаются атропином. 
Как и другие антихолинэстеразные вещества, нивалин потен- 
цирует действие ацетилхолина и эффект раздражения блуждаю- 
щего нерва на кишечник. Аналогичные данные были получены 
и в отношении мускулатуры мочевого пузыря кошки. 

По’ данным И. И. Лещинюка (1963), антихолинэстеразные 
препараты, аминопроизводные пиразола (пиротенз, препарат 
ИЭМ-250 и тензамин) в концентрациях 4. 10-8 и 4.109 вызы- 
вают резкое повышение тонуса и амплитуды сокращений изо- 
лированных отрезков кишечника кролика и кошки. 

Антихолинэстеразные вещества усиливают сокращения рес- 
ничек пищевода лягушки и трахеи кролика (Ког@К ей а1., 1952), 
а также реснитчатого эпителия эксплантата трахеи человека 
(Сищег, АПеп, 1959). 

Влияние антихолинэстеразных веществ на двигательную 
функцию кишечника осуществляется благодаря угнетению хо- 
линэстеразы в синаптических образованиях кишечника. Наибо- 
лее убедительно это было показано в опытах Шелли (ЗвеПу, 
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1955). Автору удалось установить количественную зависимость 
между степенью повышения тонуса продольной мышцы двенад- 
цатиперстной кишки кролика и уровнем угнетения активности 
холинэстеразы (рис. 16). 

Показано также, что восстановление активности холинэсте- 
разы кишки при помощи 2ПАМ снимает возбуждающее дей- 
ствие фосфакола, тиофо- 
са и систокса на тонус и 
автоматические сокраще- 
ния отрезка кишки кро- 
лика (Егатапп, Неуе, 
1958). 

В табл. 19 представ- 
лены данные, характери- 
зующие зависимость ме- 
жду степенью угнетения 
активности холинэстеразы 
кишки и эффектом анти- 
холинэстеразных веществ. 
Рис. 16. Зависимость между увеличением Вряд ли, однако, мож- 
тонуса изолированной продольной мышцы НО безоговорочно принять 
двенадцатиперстной кишки кролика и уров- антихолинэстеразный ме- 
нем угнетения холинэстеразы (вау, 1955). ханизм для объяснения 

ЕЕ тонус; 2 — псевдохолинэстераза; любых эффектов алкил- 

— истинная холинэстераза. 
фосфатов и других соеди- 
нений на кишечник. 

Так, И. В. Заиконникова и И. А. Студенцова (1962) пока- 
зали, что нибуфин (п-нитрофениловый эфир дибутилфосфино- 
вой кислоты) вызывает усиление 
сокращений кишечника и после 
выключения нейро-гуморальной Связь между угнетением 
передачи в кишке охлажде-  холинэстеразы кишки и эффектом 
нием. (Аапига! её а|., 1955) 

При сопоставлении эффектов еее 

обратимых и необратимых ИНГИ- угнетения Эффект 
биторов холинэстеразы следует АВЕ) 
отметить значительно большую 
продолжительность действия по- 25 Возбуждение  продоль- 
следних. В опытах на изоли- ных мышц 
рованном отрезке кишечника 40 Возбуждение циркуляр- 
кролика было показано, что 80 И 
действие обратимых ингибиторов 
легко устраняется отмыванием, 
в то время как эффект необратимых ингибиторов держит- 
ся и после отмывания. Обратимость эффектов не связана 
со степенью угнетения холинэстеразы, а исключительно зави- 
сит от характера связи ингибитора с ферментом (табл. 20). 
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Таблица 19 
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Таблица 20 


Сравнительная характеристика эффектов обратимых и необратимых ингиби- 
торов холинэстеразы (опыты на изолированном отрезке кишки кролика). — 
За!егпо, Сооп, 1949 





Минимальная моляр- | Концентрация, вызы- 
Соединения (в порялке ная концентрация, | вающая равнозначное Сохранение 
убывания активности) вызывающая измене- | угнетение холинэсте- эффекта после 
ние ритма разы отмывания 
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Одним из косвенных доказательств антихолинэстеразного ме- 
ханизма возбуждающего действия на моторику кишечника э3е- 
рина и близких к нему веществ, являются данные о возможно- 
сти устранения этого действия веществами, ингибирющими 
ацетилирование холина. Как было показано Джойо и Морпурго 
(Сто!а, Могригео, 1958), натриевые соли дифенилилбутилуксус- 
ной кислоты, вызывающие уменьшение образования ацетилхо- 
лина в кишке, способны значительно уменьшить двигательную 
активность изолированной кишки морской свинки, вызванную 
эзерином, прозерином и особенно пиридостигмином, при этом 
реакция на ацетилхолин сохранялась, что свидетельствовало об 
отсутствии у применяемых солей уксусной кислоты атропинопо- 
добных свойств. 

Таким образом, возбуждающее действие антихолинэстераз- 
ных веществ на моторику кишечника снимается следующими 
веществами: 

1. Атропиноподобными (блокирующими М-холинорецепторы 
в концевом мионевральном синапсе). 

2. Ганглиоблокирующими (блокирующими Н-холинорецеп- 
торы в синапсах ганглиев). 

3. Реактиваторами холинэстеразы. 

4. Ингибиторами синтеза ацетилхолина. 

В болыних дозах антихолинэстеразные соединения вызы- 
вают паралич кишечника (Неа{псо{е, 1932; ЗВаПу, 1955). Этот 
эффект не устраняется ни атропином, ни реактиваторами холин- 
эстеразы. Этим отрицается его холинергическая природа и под- 
разумевается другой механизм, вероятнее всего прямое муску- 
лотропное действие (Егатапп, Неуе, 1958). Понятно, что такое 
объяснение годится только для части антихолинэстераз — в ча- 
стности, фосфакола, тиофоса и систокса, поскольку могут быть 
соединения, вовсе не обладающие мускулотропным действием. 
Допуская возможность мускулотропного парализующего дей- 
ствия антихолинэстераз, нельзя, 66 исключить и другой 
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возможности толкования этого эффекта. Ведь в данном случае 
речь идет о применении чрезмерных дозировок препаратов, вы- 
зывающих полное угнетение холинэстеразы и накопление боль- 
ших количеств ацетилхолина, которые могут вызывать песси- 
мальную реакцию мышцы, т. е. паралич. 

Т. М. Турпаев и Т. Г. Путинцева обнаружили, что при по- 
вторном действии на изолированный отрезок тонкой кишки фос- 
факол приводит к сокращению кишки, несмотря на полную ин- 
активацию холинэстеразы, вызванную его предшествующим 
воздействием. Эти же авторы показали, что фосфакол оказы- 
вает свое действие не только на холинорецепторы кишки, но и 
возбуждает ганглионарный аппарат. Аналогичным является 
механизм угнетающего эффекта фосфакола на предсердие 
кошки. 

Фредрикссон и Тейблиндж (Егедгззоп, ТЬБИпс, 1959) изу- 
чали действие на изолированную двенадцатиперстную кишку 
кролика метилфосфорилхолина, метилфосфорил-8-метилхолина, 
метилфторфосфорилгомохолина и метилфторфосфорилкарбохо- 
лина. Все вещества, являющиеся фосфорорганическими анало- 
гами ацетилхолина, мехолина, гомохолина и карбохолина, вы- 
зывали сокращение кишки кролика, холинэстераза которой 
предварительно была полностью инактивирована в резуль- 
тате тридцатиминутной обработки зарином в концентрации 
5: 105 М. Эти сокращения были невелики, так как происходили 
на фоне контрактуры, вызванной зарином, но вполне достовер- 
‚ ны и зависели от возбуждающего влияния препаратов на хо- 
линорецепторы кишки. 

Роль угнетения ложной холинэстеразы кишечника в меха- 
низме действия ингибиторов остается неясной. Некоторые ис- 
следователи, исходя из обнаружения ложной холинэстеразы в’ 
ганглионарных клетках ауэрбахового сплетения и полагая, что 
этот энзим необходим для моторики кишечника, склонны счи- 
тать, что влияние ДФФ и других соединений, ингибирующих 
преимущественно бутирилхолинэстеразу, на подвижность киш- 
ки зависит именно от этого эффекта (КоеПе её а1|., 1950). Од- 
нако прямых доказательств этого предположения еще не полу- 
чено. 

При оценке действия антихолинэстеразных веществ на же- 

лудочно-кишечный тракт необходимо учитывать и интероцептив- 
ные влияния, передающиеся по афферентным нервам в цен- 
тральную нервную систему в связи с возникшими в кишечнике 
функциональными изменениями. В этом отношении заслужи- 
вают внимания данные Д. С. Паскова (1958), который провел 
электрофизиологический анализ влияния нивалина на аффе- 
рентную импульсацию в нервах кишечника. Он исследовал из- 
менения обоих типов потенциалов афферентных импульсов ки- 
шечника: быстрых высокоамплитудных и медленных низкоам+ 


170 


46 они НаШАИ 






_ де поолеоперащие 
тя ВЛИЯНИЯ 1 









ь [959 п: 
НУЮ Киш 
еТИХОлН, 
рилкарбото 
(ИМИ анал 
холина, № 
за котор 

В резуль" 

































плитудных. Нивалин в малых дозах (0,5—1 мг/кг) вызывал уча- 
шение быстрых и появление медленных потенциалов. Учащение 
быстрых межгрупповых потенциалов наблюдалось в интервалах 
между групповыми вспышками. Автор полагает, что изменение 
потенциалов импульсов чревного нерва происходит от вызывае- 
мых нивалином спазмов кишечника. 

Здесь же уместно привести данные В. Н. Черниговского 
(1943), который наблюдал после введения эзерина в сосуды изо- 
лированной кишечной петли рефлекторное возбуждение сосудо- 
двигательного и дыхательного центров. 

Из приведенных выше материалов видно, что различные ан- 

тихолинэстеразные вещества, независимо от их принадлежно- 
сти к той или иной группе, оказывают совершенно определен- 
пое действие на двигательную функцию кишечника, в связи с 
чем они нашли соответствующее клиническое применение (лече- 
ние послеоперационной атонии кишечника см. стр. 257). Что ка- 
сается влияния тех же веществ на двигательную функцию 
желудка, то этот вопрос до сего времени остается почти не изу- 
ченным. Поскольку желудок так же, как и кишечник, имеет 
холинергическую иннервацию, допустимо считать, что антихо- 
линэстеразные вещества могут усиливать моторику желудка. 
Это тем более вероятно, что при отравлении (особенно, перо- 
ральном) эзерином и другими антихолинэстеразными вещества- 
ми часто наблюдается рвота, одной из причин которой может 
быть усиление двигательной функции желудка. Прямые указа- 
ния на этот счет можно найти у Тогни (Тобпь 1954), который 
установил, что в рубце коровы имеется фермент, соответствую- 
щий холинэстеразе, активность которого угнетается эзерином 
и ДФФ. 

Согласно данным А. А. Алиева (1958), прозерин в дозе 
0,1 мг/кг, введенный подкожно, повышал тонус мускулатуры 
рубца и несколько тормозил двигательную активность кишеч- 
ника. В дозе 0,5—0,6 мг/кг прозерин сильнее повышал тонус 
мускулатуры рубца и усиливал сокращения толстого кишечни- 
ка. При этом время прохождения содержимого по пищевари- 
тельному каналу сокращалось на 2—4 4. 

Брунанд и Наварро (Втипапа, Мауагто, 1953, 1955) иссле- 
довали действие прозерина, ДФФ и препарата 309С (диметил- 
карбамат-м-оксифенилдиэтилметиламмоний метилсульфат) на 
двигательную функцию разных отделов желудка барана. Ока- 
залось, что все три препарата в малых дозах оказывают стиму- 
лирующее влияние на моторику желудка. Авторы установили, 
что наряду с периферическим эффектом антихолинэстеразных 
веществ в данном случае также проявлялось действие на нерв- 
ные центры. Авторы не склонны приписывать значительную 
роль периферическому антихолинэстеразному действию, так как 
тонизирование блуждающего нерва на фоне эзерина не приво- 
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дило к остаточному эффекту, неизбежному при накоплепии не- 
гидролизующегося ацетилхолина. 
Такого же мнения придерживается Дуссардье (Риззагаег, 
1954). 
ВЛИЯНИЕ НА НЕКОТОРЫЕ ЖЕЛЕЗЫ 


Стимулирующее секрецию действие антихолинэстеразных 
веществ не ограничивается пищеварительными и бронхиальны- 
ми железами — оно распространяется и на другие железы (по- 
товые, слезные и др.). 

Как известно, потовые железы иннервируются волокнами, 
относящимися к симпатической нервной системе. Эти волокна 
являются отростками клеток, лежащих в симпатических ганг- 
лиях. Особенностью этих отростков (постганглионарных пото- 
отделительных симпатических нервных волокон) является то, 
что они холинергичны. Центральные эфферентные механизмы по- 
тоотделения расположены вдоль всего спинного мозга соответ“ 
ственно расположению нейронов, из аксонов которых слагают- 
ся симпатические волокна. До недавнего времени единственным 
доказательством холинергической постганглионарной иннерва- 
ции потовых желез являлся хорошо известный факт резкого 
усиления секреции потовых желез под влиянием ацетилхолина 
и его миметиков и подавления секреции атропином. Обнаруже- 
ние в потовых железах холинэстераз — как истинной, так и 
ложной (НоШтап, 1951, 1952; Нишеу её а1, 1953; Мавпиз, 
Твотрзоп, 1954) — явилось важным аргументом в пользу того, 
что передача с постганглионарных симпатических волокон на 
потовые железы действительно осуществляется при помощи 

ацетилхолина. 

Действие эзерина на потовые железы известно давно. Вна- 
чале это были наблюдения за действием эзерина у людей (\!- 
оп, 1934). Экспериментальные исследования, проведенные 
Гасье и Мейером в 1937 г. (Сазтиег, Мауег), показали, что эзе- 
рин резко усиливает потогонное действие ацетилхолина. Эти 
данные были воспроизведены и другими авторами (Мапша, 

1952; Вгип, Раме, 1954, и др.). Сам эзерин (прозерин) также 
вызывает усиление секреции пота (Лапо\! 2, Огоззтап, 1950), 
но значительно более слабое, чем ацетилхолин, пилокарпин и 
никотин. Присутствие холинэстеразы в потовых железах, а так- 
же данные о том, что в условиях постганглионарной денерва- 
ции потовых желез эзерин в обычных дозах не эффективен — 
факты, свидетельствующие об антихолинэстеразном механизме 
секреторного действия эзерина. Интерес к вопросам, связанным 
| секреторным влиянием антихолинэстеразных веществ, возрос 
после того, как было установлено, что фосфорорганические со- 
единения оказывают по сравнению с эзерином значительно 
больший потогонный эффект. При исследовании резорбтивного 
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действия малых доз зарина на человека Гроб (@гоБ, 1956) у 
4 человек из 10 наблюдал повышенную потливость. Инъекция 
0.003—0,005 мг/кг зарина в плечевую артерию вызывала про- 
фузное потоотделение в этой конечности, несмотря на то, чтоб 
перед этим внутримышечно было введено 2,95 мг атропина. Уси- 
ленная секреция потовых желез продолжалась 12 ч. Этот при- 
мер говорит о том, что влияние фосфорорганических веществ 
на секрецию пота является ранним признаком отравления и мо- 
жет считаться одним из чувствительных показателей их токси- 
ческого действия. 

Количественное изучение изменения секреции потовых же- 
лез представляет значительные трудности ввиду невозможности 
канюлирования протоков этих желез с целью собирания секре- 
та. Положение несколько улучшилось после того, как Рандаль 
(Капдай, 1946) предложил остроумный способ исследовать по- 
тоотделение при помощи наложения на кожу бумаги, пропитан- 
ной йодом и крахмалом. Количество мелких окрашенных пятен 
на бумаге, выявленных после соответствующей обработки, сви- 
детельствует об интенсивности потоотделения. (Описание это- 
го и других методов см. в обзоре Рандаля и Кимуры — Капда!, 
Кипига, 1955.) 

Наряду с потоотделением антихолинэстеразные вещества вы- 
зывают усиление секреции слезных желез, однако этот симптом 
менее постоянен (Зсво|2, 1946). Наиболее отчетливо он прояв- 
ляется у крыс. Впрочем, возможно, это связано с его демон- 
стративностью (слезы у крыс окрашены в красный цвет — хро- 
модакриорея). 


ВЛИЯНИЕ НА СОКРАТИТЕЛЬНУЮ ДЕЯТЕЛЬНОСТЬ МАТКИ 


В связи с тем, что постганглионарные симпатические нервные 
волокна, иннервирующие гладкие мышцы матки, холинергичны 
(во всяком случае у человека), можно ожидать, стимулирую- 
щего влияния антихолинэстеразных веществ на сократительную 
деятельность матки. Этот вопрос заинтересовал исследовате- 
лей в связи с возможностью использования антихолинэстераз- 
ных веществ в практике родовспоможения (М. Я. Михельсон, 
1951, 1952). Экспериментальное изучение влияния прозерина на 
сократительную деятельность матки провела 3. А. Дроздова 
(1951, 1957а). Опыты ставились на морских свинках, у которых 
ш зЦи записывались сокрашения матки. Прозерин в дозе 
0,02 мг/кг (внутримышечно) вызывал резкое усиление спон- 
танной сократительной деятельности матки (рис. 17). Эльснер 
(Е!зпег, 1955) описал стимулирующее действие на матку т 
зНи нескольких синтетических гомологов октаметилен-бис- (карб- 
аминоил-м-триметиламмоний фенола; ВС-18). 
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Действие прозерина на матку устранялось холинолитика- 
ми, в особенности арпеналом и его чётвертичными аналогами 
(3. А. Дроздова, 1951). ь Е 

Из восьми холинолитиков наиболее выраженный антагони- 
стический эффект оказывали препараты, содержащие в своей 
молекуле четвертичный атом азота. Среди третичных соедине- 
ний заметную активность проявили арпенал и дифазин, обла- 
дающие преимущественно никотинолитическим действием, в ТО 
время как пентафен, являющийся менее сильным Н-холино- 


Рис. 17. Усиление спонтанных сокращений матки 
прозерином и антагонизм © Йодметилатом арпе- 
нала (3. А. Дроздова, 1957). - 


а— спонтанные — сокращения; б—эффект  прозерина 
(0,02 мг/кг); в— устранение эффекта прозерина йодметила- 
том арпенала (10 мг/кг). 


литиком, был неэффективен. Это наводит на мысль, что спазмо- 
литическое действие арпенала и дифазина, и в особенности их 
четвертичных солей, связано с блокирующим влиянием на ниж- 
ний мезентериальный ганглий. Это подтверждается еще и тем, 
что атропин не влияет на действие прозерина. на матку 
(М. Я. Михельсон, 1962). 

Не исключена возможность, что в опытах ш з{и проявляют- 
ся и гормональные влияния на матку, связанные с возбужде- 
нием прозерином гипофиза, в котором, согласно данным 
А. А. Белоус (1950), имеются холинергические структуры. 

Стимулирующее влияние прозерина на сокращения изолиро- 
ванной матки описано А. В. Савшинской (1951). В дальнейшем 
этот вопрос более подробно был изучен Л. В. Чугуновой (1958, 
1962) и Н. А. Корчагиной (1962) в отношении фосфорорганиче- 
ских соединений. Согласно наблюдениям Л. В. Чугуновой, ар- 
мин в концентрациях начиная от 5.107 оказывает на матку 
стимулирующее влияние. Наиболее чувствительными к армину 
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оказались матки беременных и родивших животных. Менее чув- 
ствительна девственная матка. По сравнению с прозерином эф- 
фект ФОС был значительно более продолжительным. 


ДЕЙСТВИЕ НА СИСТЕМУ ДЫХАНИЯ 


Нарушения дыхания в картине отравления антихолинэсте- 
разными веществами занимают ведущее место и являются не 
посредственной причиной смерти. 

Многочисленные исследования показали, что эзерин и дру-. 
гие антихолинэстеразные вещества вызывают нарушения функ- 
ции дыхания уже в ранних стадиях отравления и при введении 
животным сравнительно небольших доз веществ. Патогенез 
нарушений функции дыхания при отравлении антихолинэстераз- 
ными веществами представляется весьма сложным. Это связа- 
но с многогранностью их действия на различные звенья рефлек- 
торной дуги. Рассмотрим четыре возможных вида действия ан- 
тихолинэстеразных веществ на дыхание: 1) бронхоспазм, 2) дей- 
ствие на дыхательный центр, 3) возбуждение хеморецепторов 
каротидного клубочка, 4) паралич дыхательной мускулатуры. 


Бронхоспазм 


С тех пор как в 1903 г. Диксон и Бродье (Рахоп, Вго@е) по- 
казали, что эзерин отчетливо усиливает бронхоспазм, вызван- 
ный вагусной стимуляцией, накоплен огромный эксперимен- 
тальный материал о действии антихолинэстеразных веществ на 
бронхи. Вряд ли представляет интерес перечисление всех работ, 
посвященных этому вопросу, тем более, что в большинстве из 
них были получены однотипные результаты. Целесообразнее 
остановиться на данных, проливающих свет на механизм брон- 
хоспазма, его патогенетическую роль в расстройствах дыхания 
у различных видов животных, и особенностях действия на брон- 
хи различных антихолинэстеразных веществ. 

Бронхоспазм воспроизведен в опытах на различных видах 
животных путем введения им многих антихолинэстеразных ве- 
ществ: эзерина (Т. М. Турпаев и Т. Г. Путинцева, 1955, и др.), 
прозерина (Л. Г. Магазанник, 1957; Е. П. Успенская и Л. Г. Ма- 
газанник, 1957, и др.), ДФФ (Кто её а1., 1957; Свагу, Восаиеф, 
1958), ТЭПФ (Рау, 1957), табуна (Ноппз{е4ь, 1951; Свагу, Во- 
ацеё, 1958), зарина (Зовпзоп её а1., 1958), паратиона (Топпзоп 
е{ а1., 1958) фосфакола (Т. М. Турпаев и Т. Г. Путинцева, 1955), 
армина (И. В. Семенов, 1957), пирофоса, изосистокса и его 
метилсульфометилата (И. В. Семенов и Н. К. Фруентов, 1957) и 
других веществ. 

Тренделенбург (Тгепде\епЪиге, 1912) нашел, что эзерин со- 
кращает изолированную бронхиальную мышщу. Эзерин (10-7) 
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усиливает сокращения изолированного бронхиального кольца 
человека в ответ на введение ацетилхолина (Намкш, 51а, 
1951). Существует мнение, что бронхоспазм обязан своим про- 
исхождением действию антихолинэстеразных веществ на холи- 
нореактивные системы бронхов. Это доказывается тем, что брон- 
хоспазм можно воспроизвести на изолированных (ВваНасвагуа, 
РосНе!, 1956; Ко е{ а|., 1957; Рау, 1957) и денервированных 
легких, а также тем, что он не устраняется перерезкой блуждаю- 
щих нервов, но может быть подавлен атропином (Б. Б. Шугаев, 
1957а, и др.). Бронхоспазм возникает и после перерезки диа- 
фрагмального нерва, что исключает прямое участие диафрагмы 
в его патогенезе (Нойтез, Во!пз, 1954). 

Однако опыты на изолированных легких говорят в пользу то- 
го, что бронхоспазм является периферическим эффектом анти- 
холинэстеразных веществ и обусловлен угнетением холинэсте- 
разы в бронхах. В то же время имеются некоторые факты, не 
‘укладывающиеся в эти представления. Так, Кинг и др. (Ко 
‘&{ а|., 1957) не смогли вызвать бронхоспазм при перфузии 
легких морской свинки некоторыми активными ингибиторами 
холинэстеразы [\, №-диметилкарбамат- (2-окси-Б-фенилбензил)- 
триметиламмоний бромид и М№-п-хлорфенил-М-метилкарбамат 
м-оксифенил триметиламмоний хлорид]. 

Некоторые авторы на основании опытов с прозерином счи- 
тают, что в развитии бронхоспазма большую роль играет не 
только действие на периферические мионевральные синапсы, но 
и на ганглии (Е. П. Успенская, Л. Г. Магазанник, 1957; Рау, 
1957). Возможно, что этот механизм имеет значение и при от- 
равлении ФОС, однако прямых экспериментальных данных по 
этому вопросу нет. Следует, однако, иметь в виду, что согласно 
данным Е. П. Успенской и Л. Г. Магазанника в действии ФоС 
и прозерина на мускулатуру бронхов имеется различие. Так, 
бронхоспазм, вызванный ФОС, не устраняется перерезкой блу- 
ждающих нервов, в то время как прозериновый бронхоспазм 
снимается ваготомией, равно как и фармакологическим блоки- 
рованием ганглиев. Бронхоспазм при отравлении антихолинэсте- 
разными веществами развивается преимущественно вследствие 
увеличения чувствительности мускулатуры бронхов к ацетилхо- 
лину, а не в результате прямого действия на холинореактивные 
системы (Т. М. Турпаев и Т. Г. Путинцева, 1957). 

Возможности изучения бронхоспазма возросли после того, 
как была предложена методика регистрации сопротивления ды- 
хательных путей (Коп2ей, Вбзз1ег, 1940; Т. М. Турпаев, 1953). 
Этот метод дает возможность точной графической регистрации 
избытка воздуха, не попавшего в легкие животного в процессе 
искусственного дыхания в результате возросшего сопротивления 
дыхательных путей. 
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Значительное число работ 


посвящено экспериментальному 


изучению бронхоспазма этим методом. Поскольку бронхоспа- 


} 


стический эффект у различ- 
ных антихолинэстеразных 
веществ однотипен и отлича- 
ется только продолжитель- 
ностью и временем наступ- 
ления, мы ограничимся од- 
ним примером (рис. 18). 

В отличие от опытов на 
изолированных препаратах 
легких, в данном случае со- 
храняется тонизирующее 
влияние блуждающих нер- 
вов. Полный прозериновый 
или фосфаколовый спазм 
сразу снимается их ‚перерезкой 
данным, полученным в опытах 


о 








Рис. 19. Снятие перерезкой блу- 

ждающих нервов бронхоспазма, вы- 

званного введением прозерина 

(Е. П. Успенская и _Л. П. Магазан- 
ник, 1957). 


Децеребрированная кошка. Дыхание выклю- 

чено дитилином. Сверху вниз: регистрация 

бронхоспазма, кровяное давление, отметка 

времени.  Одинарная стрелка — введение 

в вену 0,1 мг/кг прозерина; двойная стрел- 
ка — ваготомия. 


} 


Рис. 18. Бронхоспазм, вызванный вну- 
тривенным введением кошке 0,1 мг/кг 


прозерина (Е П. Успенская, 1957). 


Регистрация (сверху вниз): тонус бронхиаль- 
ной мускулатуры (показания пистон-рекордера); 
отметка 


времени (20 сек); стрелка — момент 
введения прозерина. 


(рис. 19). Это не противоречит 
на изолированных и денерви- 
рованных легких, так как пу- 
тем увеличения Дозы антихо- 
линэстеразного вещества и пос- 
ле перерезки блуждающих нер- 
вов можно получить бронхо- 
спазм. 

Пороговая доза прозерина 
(0,01 мг/кг), которая сама по 
себе не вызывает сужения про- 
света бронхов, облегчает раз- 
витие бронхоспазма в ответ на 
раздражение периферических 
отрезков блуждающего нерва. 
Это показывает, что в разви- 
тии прозеринового бронхоспаз- 
ма основную роль играет 
антихолинэстеразное действие 
(М. Я. Михельсон, 1962). Есть 
основания, однако, полагать, 
что в больших дозах прозе- 
рин и другие четвертичные 
антихолинэстеразные препара- 
ты могут вызывать спазм глад- 
кой мускулатуры бронхов за 
счет прямого (холиномимети- 


ческого) действия. Впрочем, 
не исключено, что аналогичное 


деиствие могут проявлять и третичные антихолинэстеразные ве- 
щества. В этом отношении заслуживает упоминания армин 


12 С. Н, Голиков, В, И, Розенгарт 
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который в опытах И. В. Семенова вызывал спазм бронхов, трудно 
устранимый перерезкои блуждающих нервов. Согласно данным 
Чари и др. (СВагу её а1., 1958), эзерин и другие антихолинэсте- 
разные вещества не только усиливают влияние на бронхи 
раздражения блуждающего нерва или фармакологического аце- 
тилхолина, но и гистамина, что также трудно объяснить с по- 
зиций антихолинэстеразной теории. Как уже было указано, 
атропин снимает бронхоспазм, вызванный разными антихолин- 
эстеразными веществами. Есть данные о том, что тетраэтилам- 
моний и другие препараты, блокирующие передачу на ганглио- 
нарном уровне (арпенал и др.), оказывают аналогичное дей- 
ствие. В этих же дозах они антагонизируют с действием на 
бронхи никотина (Е. П. Успенская и Л. Г. Магазанник, 1957). 
По-видимому, благоприятное влияние на прозериновый бронхо- 
спазм наркотиков также связано с их ганглиоблокирующей ак- 
тивностью (Л. Г. Магазанник, 1957). 

Разница в действии на бронхи обратимых и необратимых ин- 
гибиторов холинэстеразы в основном сводится к продолжитель- 
ности действия, которая больше у необратимых ингибиторов. 
Различия в действии антихолинэстеразных веществ, принадле- 
жащих к какой-либо одной группе, касаются эффективных доз 
и в меньшей степени продолжительности действия. Последняя 
зависит от прочности связи ингибитора с ферментом. Она выше 
у веществ, содержащих четвертичный атом азота. Особняком 
стоит группа так называемых непрямых ингибиторов холинэсте- 
раз (к последним относятся соединения, которые приобретают 
антихолинэстеразную активность в результате превращения в 
организме из неактивного в активное вещество). В соответствии 
со скоростью превращения таких соединений бронхоспастиче- 
ский эффект (как, впрочем, и другие виды действия) разви- 
вается постепенно, достигая своего максимума иногда только 
через 1—1,5 ч. В этом отношении показательны результаты, по- 
лученные И. В. Семеновым с октаметилом (1958) (рис. 20). 

И. В. Семенов и Н. К. Фруентов (1957), исследовавшие 
бронхоспастическое действие ряда фосфорорганических соеди“ 
нений, установили прямую зависимость между способностью со- 
единений угнетать истинную холинэстеразу и их влиянием на 
бронхи. Замена в молекуле ФОС атома кислорода, связанного 
с фосфором двойной связью, на атом серы вела, напротив, к ос* 
лаблению активности. 

Наряду с бронхоспазмом антихолинэстеразные вещества вы- 
зывают ларингоспазм. 

Бронхоспазм сопровождается усилением секреции бронхи- 
альных желез, которая наряду с обильным слюнотечением соз- 
дает дополнительно препятствие прохождению воздуха в лег- 
кие. Усиление секреции обусловлено преимущественным влия- 
нием ФОС на холинореактивные системы желез. При оценке 
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действия ФОС па бронхиальную и слюнную секрецию следует 
также учитывать состояние центральной нервной системы. Так, 
в опытах Коллумбайна и Дирнубера (1955) влияние ФОС на 
секрецию было более значительным, если у животного развива- 
лись судороги. 

Значение бронхоспазма в механизме смерти при отравлении 
ФОС расценивается достаточно серьезно. Холмстедтом (Нот- 
$е4{. 1951) показано, что наступление бронхоспазма при отра` 
влении ФОС совпадает с резким уменьшением объема дыхания 
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Рис. 90. Постепенное развитие у кошки спазма бронхов при 
введении октаметила (И. В. Семенов). 


Децеребрированная кошка, дыхание выключено дитилином. Сверху вниз: 

регистрация бронхоспазма, линия максимального бронхоспазма, отметка 

раздражения блуждающего нерва» регистрация остановки кимографа, 

отметка времени. Стрелка — внутривенное введение 30 мг/кг октаметил- 

тетрамидопирофосфата- На протяжении пр ч бронхоспастический эффект 
раздражения блуждающих нервов нарастает. 


и является одной из основных причин затруднения дыхания 
у животных в начальной фазе отравления. Бронхоспазм быстро 
и независимо от других расстройств функции дыхания приводит 
к нарушению легочной вентиляции, цианозу и асфиксии, подобно 
тому, как это наблюдается при отравлении ацетилхолином и его 
миметиками (Кгор, Кипке, 1954). 

При оценке патогенетической роли бронхоспазма в отравле- 
нии антихолинэстеразными веществами необходимо учитывать 
неодинаковую чувствительность различных видов животных К 
бронхоспастическому действию. Джонсон и др. (Зопизой её а|., 
1958) провели сравнительное изучение действия на бронхи па- 
ратиона и зарина на двух видах животных — собаке и обезьяне. 
Авторы установили, что у собак при введении им двух ЛД па- 
ратиона или зарина сопротивление в дыхательных путях возра- 
стает в значительно большей степени (в 4 раза и более), чем у 
обезьян. Это легко объяснить наличием у собак более развитой 
гладкой мускулатуры бронхов. Интересно, что при более высо- 
ких дозах сопротивление было меньшим, По мнению авторов, 
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нарушения дыхания у обезьян связаны главным образом с дей. 
ствием антихолинэстераз на дыхательный центр и дыхательную 
мускулатуру, а не на бронхи, в то время как у собак бронхо- 
спазм имеет большее значение. 


Действие на дыхательный центр 


Работами Гизелла и сотр. (@езеЙ её а|., 1942, 1943, 1950) 
дано экспериментальное обоснование холинергической природы 
синаптической передачи в дыхательном центре. Наибольший 
для нас интерес представляют опыты авторов с эзерином. Ока- 
залось, что эзерин усиливает действие ацетилхолина, нанесен- 
ного на дно четвертого желудочка, и удлиняет рефлекторную 
реакцию, вызванную электрическим раздражением верхнего 
гортанного нерва и нерва Геринга. В дальнейшем авторы уста- 
новили, что увеличение частоты электрического раздражения 
каротидного нерва, так же как и применение антихолинэстераз- 
ных веществ, усиливало интенсивность дыхания. Нанесение на 
дно четвертого желудочка эзерина или ДФФ также сопрово- 
ждалось усилением дыхания. Таким образом, изучение действия 
на центральную нервную систему антихолинэстеразных веществ 
явилось одним из доказательств медиаторной роли ацетилхоли- 
на в дыхательном центре. Несмотря на сравнительно небольшой 
промежуток времени, прошедший после этих работ, современ- 
ная фармакология уже располагает многочисленными данными 
о действии антихолинэстеразных веществ на дыхательный центр. 

При изучении токсичности ДФФ Кривой и сотр. (Киуоу е 
а|., 1951а,6) установили, что в развивающемся при отравлении 
животных дыхательном параличе большая роль принадлежит, 
центральным механизмам. Это нашло подтверждение в обнару- 
жении антагонизма между атропином или скополамином и ан- 
тихолинэстеразными веществами (Киуоу её а1., 1951 а; Рои1аз, 
МаКе\з, 1952). В дальнейшем существование центрального ме- 
ханизма нарушения дыхания при отравлении различными анти- 
холинэстеразными веществами подтвердили многие другие ав- 
торы (Д. С. Пасков, 1958; Мен, 1954; Рашеф, 1956; Мей, 1958; 
Зсваитапи, 1959; З{е\агь, 1959, и др.). 

Наиболее сложным вопросом в изучении влияния антихолин- 
эстеразных веществ на дыхательный центр является установле- 
ние ‘истинной роли центрального механизма в процессе инто- 
ксикации, вызванной антихолинэстеразными веществами, и соот- 
ношения центральных и периферических эффектов. 

Поле (Рашеф, 1956) на основании собственных эксперимен- 
тальных данных пришел к выводу, что с непосредственным дей- 
ствием антихолинэстеразных веществ на дыхательный центр 
связано первоначальное возбуждение дыхания и последующее 
уменьшение дыхательного объема. Шауман (ЗсПацтапи, 1959) 
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связывает с действием на дыхательный центр угнетение дыха- 
ния, наблюдаемое при отравлении крыс фосфаколом. Однако 
эти авторы, так же как и Райт (\нен, 1954), изучавший цен- 
тральные и периферические компоненты в нарушении дыхания, 
вызванном ТЭПФ, не внесли окончательной ясности в вопрос. 
Более удачной в этом отношении оказалась попытка Стюарта 
(З1е\ать, 1959; З4е\таг{ а. МсКеу, 1961). Автор задался целью 
разрешить дилемму: наступает ли смерть при отравлении 
антихолинэстеразными веществами от непосредственного угнете- 
ния дыхательного центра или от нервно-мышечного блока в ды- 
хательной мускулатуре, для чего разработал специальную ме- 
тодику раздельной регистрации у крыс сокращений полоски 
диафрагмальной мышцы, лишенной кровоснабжения, но с со- 
храненной иннервацией, и остальной части диафрагмы с нор- 
мальным кровоснабжением и иннервацией. В результате автору 
удалось показать, что дыхательный центр более чувствителен 
к зарину по сравнению с дыхательной мускулатурой. Предвари- 
тельное введение атропина защищало дыхательный центр от 
действия больших доз зарина (до 200 1/кг), при этом удавалось 
выявить периферические нарушения нервно-мышечной проводи- 
мости. 

Значительный интерес представляют попытки установить за- 
висимость между уровнем угнетения холинэстеразы в центре и 
степенью нарушений дыхания. Первую попытку такого рода 
предпринял Поле (Рашеф, 1956) и пришел к отрицательным ре- 
зультатам. Однако Поле в своей работе допустил существенную 
методическую ошибку: он пытался вывести зависимость на ос- 
новании сравнения эффектов большого числа антихолинэстераз- 
ных соединений со степенью угнетения фермента в продолго- 
ватом мозгу. Поскольку у одних из исследованных автором 
соединений могли преобладать центральные механизмы нару- 
шения дыхания, а у других — периферические, нельзя было и 
ожидать корреляции показателей центральной активности. 

Более успешной оказалась работа Метца (Мей, 1958), ко- 
торый исследовал ту же зависимость, но с использованием 
одного вещества, а именно ТЭПФ, которое он вводил не внутри- - 
венно, как это делал Поле, а непосредственно в мозг (в ци- 
стерну). Ему удалось ‘наблюдать параллельное снижение 
рефлекторной возбудимости дыхательного центра (в ответ на 
раздражение нерва Геринга) и активности холинэстеразы тех 
отделов мозга, которые ответственны за функцию (продолгова- 
тый мозг, варолиев мост). Остановка дыхания наступила при 
падении активности холинэстеразы до 8—10% контроля. 

Центральные расстройства дыхания, вызванные антихолин- 
эстеразными веществами, могут быть предупреждены или сня- 
ты холинолитическими препаратами, обладающими централь- 
ным действием. Однако этот антагонизм имеет, по-видимому, 





ограниченное значение, поскольку он проявляется только при 
сохранности периферических дыхательных приборов. Это убе- 
дительно показано Холмстедтом (Но|п${е4ф, 1951) в опытах с 
табуном. Автор установил, что предварительное введение атро- 
пина животным защищает дыхательный центр от паралича до 
того момента, пока не наступит блок дыхательной мускулатуры 
и связанная с ним глубокая гипоксия. Возможно, именно этим 
и можно объяснить неудачные попытки некоторых авторов 
устранить дыхательный паралич, вызванный антихолинэстераз- 
ными веществами (Ег4тапи её а|., 1955). 

В действии третичных антихолинэстеразных веществ`на ды- 
хательный центр, по-видимому, нет принципиальных различий. 
Тем не менее, соотношение между выраженностью центральных 
и периферических компонентов может быть неодинаковым. Есте- 
ственно, что в случае преобладания периферических эффектов 
значение центрального действия на дыхательный центр сни- 
жается. В этом отношении заслуживает упоминания, например, 
паратион. Согласно данным Эрдмана и др. (Егатапп её а|., 
1955), только возбуждение дыхания связано с центральным 
действием паратиона; что касается паралича, то он имеет пре- 
имущественно периферическую природу. 

Для проявления прямого действия на дыхательный центр 
большое значение имеет способность веществ проникать из кро- 
ви в мозг (см, стр. 215). Можно допустить, что известные разли- 
чия в действии на дыхательный центр антихолинэстеразных 
веществ. связаны именно с неодинаковой способностью их про- 
никать через гемато-энцефалический барьер. Это особенно 
отчетливо видно на примере ониевых аналогов ФОС, которые 
благодаря наличию положительного заряда у атома азота или 
серы почти не проникают из крови в мозг. 

Шауман и Джоб (Зспаитапп, Ло, 1958) в опытах на кры- 
сах исследовали влияние внутривенного введения фосфолина и 
его третичного аналога (препарат 217АО) на центральную ре- 
гуляцию дыхания и нервно-мышечную. проводимость. Фосфолин 
даже в больших дозах не оказывал влияния на дыхательный 
центр, в то время как его третичный аналог тормозил дыхание 
благодаря непосредственному влиянию на центральную нерв- 
ную систему; восстанавливал дыхание после остановки, вызван- 
ной морфином, но не влиял на ‘передачу возбуждения с нерва 
на мышцу. После введения атропина, который предупреждал 
центральное действие препарата 217АО, мог наступить пара- 
лич дыхательной мускулатуры. Различие в действии объяс- 
няется тем, что благодаря хорошей растворимости в липоидах 
третичного аналога фосфолина он легко проникает в централь- 
ную нервную систему; фосфолин же практически не проходит 
через гемато-энцефалический барьер и поэтому лишен централь- 
ного действия. 
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Известно, что при отравлении животных октаметилом и ди- 
мефоксом, содержащими диалкиламиногруппы, смерть живот- 
ных не сопровождается угнетением холинэстеразы мозга (Ваг- 
пез, 1954; ОКпаса, Роц| е{ а|., 1954), в соответствии с этим в их 
токсическом действии центральный фактор не имеет существен- 
ного значения (О’Впеп, 1960). 

Признавая возможность прямого действия антихолинэсте- 
разных веществ на дыхательный центр, нельзя забывать о том, 
что в условиях целого организма функционирование центра мо- 
жет измениться .в результате гипоксии. Так, по мнению Гей- 
манса и Джекоба (Неутапз, Тасор, 1947), возбуждение дыха- 
тельного центра при введении ДФФ собаке зависит от асфик- 
сии, а не от прямого действия на дыхательный центр, так как 
введение яда в больших дозах в сонную артерию изолирован- 
ной головы животного вызывает лишь легкое возбуждение ды- 
хания. В рефлекторном возбуждении дыхательного центра тио- 
фосом и метафосом, по-видимому, имеет значение нарушение 
функционирования каротидных клубочков. 





Влияние на хеморецепторы каротидных клубочков 


Известно, что в рефлекторной регуляции дыхания важную 
роль играют каротидные клубочки, которые реагируют возбу- 
ждением на понижение напряжения кислорода, на повышение 
парциального давления углекислоты и на повышение концен- 
трации водородных ионов в артериальной крови, омывающей 
синокаротидную область. При введении животному токсических 
доз антихолинэстеразных веществ уже вследствие бронхоспаз- 
ма наступает гипоксия, которая может привести к одышке и 
подъему кровяного давления независимо от возможного прямого 
влияния этих веществ на центральные регуляторные механиз- 
мы. Однако не исключено, что антихолинэстеразные вещества 
могут непосредственно возбуждать хеморецепторы каротидных 
клубочков. 

Исчерпывающие материалы о влиянии различных фармако- 
логических веществ, в том числе и антихолинэстеразных, на’ хе- 
морецепторы каротидных клубочков приведены в монографии 
С. В. Аничкова и М. Л. Беленького (1962), поэтому мы лишь 
кратко остановимся на интересующих нас веществах. 

Несмотря на то, что вопрос о возможной роли ацетилхолина 
как химического передатчика импульсов в каротидных клубоч- 
ках все еще остается открытым, рассмотрение в этом аспекте 
действия антихолинэстеразных веществ закономерно хотя бы 
потому, что сам ацетилхолин оказывает специфическое влияние 
на клубочки. - 

Н. Г. Поляков-Станкевич еще в 1938 г. установил, что пропу- 
скание раствора эзерина в концентрации 1. 10-5 через изолиро- 
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ванный синус децеребрированной кошки сопровождается повы- 
шением чувствительности хеморецепторов к ацетилхолину, при 
этом сам эзерин в испытанных концентрациях определенного 
действия на клубочек не оказывал. Это объясняется тем, что 
в каротидных клубочках находится почти исключительно лож- 
ная холинэстераза и главное значение в специфическом обмене, 
по-видимому, принадлежит не ацетилхолину, а бутирилхолину 
и, возможно, другим сложным эфирам холина. 

Механизм повышения чувствительности органов к ацетилхо- 
лину при избирательном угнетении ложной холинэстеразы не 
расшифрован, однако имеется достаточно экспериментальных 
обоснований для того, чтобы считать, что этот механизм имеет 
место не только в органах, содержащих как ложную, так и ис- 
тинную холинэстеразу, но и в образованиях, содержащих пре- 
имущественно одну ложную холинэстеразу (каротидный клубо- 
чек). 

Наибольшее число работ, в которых установлено холиносен- 
сибилизирующее действие антихолинэстеразных веществ на изо- 
лированном клубочке, проведено с двумя веществами: эзерином 
и прозерином (С. С. Крылов, 1962; ЗеН\уеЙхег, \Миюйф, 1938; 
Гап4отеп, 1952; Неутапз, Ое!апо!з её а|., 1953, и др.). Резкого 
повышения чувствительности каротидного клубочка к ацетил- 
холину можно добиться введением избирательных ингибиторов 
ложной — холинэстеразы — М-парахлорфенил-М№-метилкарбамата 
метаоксифенилтриметиламмония (Сазег, У1езспНоц\ег, 1952) и 
препарата Ми-683-диметилкарбаминового эфира 2-окси-5-фенил- 
бензил-триметиламмоний бромида (Еегпап@ез, 1949; МагейПа, 

_ МеНаго, 1949). 

Из фосфорорганических соединений преимущественным дей- 
ствием на ложную холинэстеразу обладает ДФФ, который, со- 
гласно данным Вербеке (Уегесе, 1949), резко потенцирует дей- 
ствие ацетилхолина на каротидный клубочек. Это же относится 
к ТЭПФ (Боцб1аз, 1952), который угнетает ложную холинэсте- 
разу не менее сильно, чем ДФФ, но, в отличие от последнего, 
примерно в тех же дозах тормозит и истинную холинэстеразу. 

Атанакович (А{фапаско\!с, 1950, 1951) наблюдал повышение 
чувствительности клубочков к ацетилхолину под влиянием те- 
траметохининметиодида. 

Д. С. Пасков (1958) в опытах с перфузией изолированного 
каротидного клубочка установил, что нивалин в концентрациях 
от 2—10-7 до 10-4 в 20—200 раз повышает чувствительность клу- 
бочка к ацетилхолину. 

Во всех этих исследованиях получены однотипные резуль- 
таты, которые убедительно говорят о том, что многие антихо- 
линэстеразные вещества благодаря ингибиции ложной холин- 
эстеразы в клубочке увеличивают его чувствительность к аце- 
тилхолину, введенному извне. На вопрос о том, вызывают ли 


184 





























; 





золннзстеразу, 
Факт ВоЗбужде 





















Лено холиносен. 
веществ на нзо. 
гвами: эзерином 
г, \Мчойь 1938; 
и др.). Резкого 
очка к ацетил 
ых ингибиторов 









антихолинэстеразные препараты сами по себе возбуждение 
клубочка, различные авторы дали противоречивые ответы. В то 
время как Гейманс и сотрудники (Неутапз, 1946; Неутапз, Ве- 
|аипо!3 её а1., 1953) при введении различных антихолинэстераз- 
ных соединений в клетчатку, окружающую клубочки, наблю- 
дали лишь незначительное рефлекторное возбуждение дыхания, 
Лильестранд и другие шведские фармакологи (ГлЦезёгапа, 1951; 
Гапотеп её а|., 1952) утверждают, что эзерин и другие антихо- 
линэстеразные вещества обладают хорошо выраженным во3- 
буждающим действием на хеморецепторы каротидных клубоч- 
ков. Расхождения авторов в оценке возбуждающего действия 
антихолинэстеразных веществ на каротидные клубочки объяс- 
няются различными условиями опытов. В опытах Гейманса и 
сотрудников способ введения препаратов обеспечивал локаль- 
ное действие на клубочки, в опытах Лильестранда и его сотруд- 
ников те же вещества вводились в общую сонную артерию, и 
при таком способе введения в крови животных неизбежно на- 
капливался ацетилхолин; поэтому не исключено, что наблюдав- 
шееся шведскими авторами возбуждение хеморецепторов клу- 
бочков связано с повышением их чувствительности к поступаю- 
щему с кровью ацетилхолину. Не следует также забывать, что 
уретан, которым авторы наркотизировали животных, угнетает 
холинэстеразу. 

Факт возбуждения дыхания в результате действия антихо- 
линэстеразных веществ на хеморецепторы каротидного клубоч- 
ка получил подтверждение в работе Ю. С. Кагана (1961). Он 
установил, что при введении животным малых доз тиофоса и 
Меркаптофоса в общую сонную артерию с болышим постоян- 
ством наблюдается возбуждение дыхания. Этот же эффект ав- 
тору удалось воспроизвести путем введения веществ в изолиро- 
ванный каротидный синус, сохраняющий с организмом только 
нервную связь. На основании того, что возбуждение дыхания 
возникло при повторном введении в изолированный синус от- 
носительно высоких концентраций препаратов, т. е. в условиях 
заведомо полного угнетения холинэстеразы, автор полагает, что 
возбуждение клубочков есть следствие прямого действия препа- 
ратов на Н-холинореактивные системы клубочка. 


Влияние на дыхательную мускулатуру 


Вопрос о влиянии антихолинэстеразных веществ на нервно- 
мышечные синапсы будет рассмотрен нами ниже. Здесь же не- 
обходимо остановиться на нарушениях функции дыхательной 
мускулатуры, поскольку они могут иметь серьезное значение в 
патогенезе расстройств дыхания, вызываемых антихолинэсте- 
разными веществами. Уже в результате обычных наблюдений за 
течением отравления антихолинэстеразными веществами было 
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подмечено, что наряду с фибриллярными мышечными подерги. 
ваниями и тремором отдельных мышечных групп у животных 
снижается интенсивность сокращения межреберных мышц. При 
вскрытии у таких животных грудной клетки можно наблюдать, 
как фибрилляции распространяются на диафрагму, движения 
которой ослабевают вплоть до полного прекращения. 

Расстройства нервно-мышечной функции при отравлении 
эзерином столь очевидны, что это вещество первыми же иссле- 
дователями наравне с кураре было причислено к паралитиче- 
ским ядам (Е. А. Пеликан, 1878). 

В настоящее время твердо установлено, что нервно-мышеч: 
ный блок, вызываемый антихолинэстеразными веществами, 
обусловлен угнетением холинэстеразы непосредственно в нерв- 
но-мышечном синапсе (точнее, двигательной пластинке), что 
приводит к местному повышению концентрации ацетилхолина и 
вызывает сначала перевозбуждение концевой пластинки, а за- 
тем ее полную деполяризацию. Не останавливаясь здесь подроб- 
но на механизме нервно-мышечного блока и возможностях его 
устранения (см. об этом на стр. 200), приведем некоторые дан- 
ные, уточняющие значение и место этих нарушений в расстрой- 
ствах функции дыхания. 

Несмотря на давние указания на фатальность нервно-пара- 
литических эффектов эзерина, до последнего времени им не при- 
давали большого значения и основное внимание уделяли стиму- 
лирующему влиянию антихолинэстеразных веществ на мышцы 
с целью изыскания эффективных средств для лечения миасте- 
нии. С синтезом высокотоксичных фосфорорганических соеди- 
нений интерес к действию антихолинэстеразных веществ на ды- 
хательную мускулатуру возрос. За последнее десятилетие по- 
явилось большое количество экспериментальных исследований, 
в которых это действие подвергнуто специальному изучению 
(Вагпез, Рий, 1953; Ре Сапаое её `а|., 1953; Роце]аз, МаНе\уз, 
1952; Нойпез её а|., 1953, 1955; Но|птз{еа, 1951; Меег, Мевег, 
4956; Мефег, 1958; ЗсВаитапп, ЛоЬ, 1958; \чевь, 1954). 

В этих исследованиях паралич дыхательной мускулатуры 
был воспроизведен на различных видах животных (крысы, кро- 
лики, собаки) с помощью ряда антихолинэстеразных веществ 
{ДФФ, ТЭПФ, табун, зарин, фосфолин и др.) и методик. При 
этом было установлено, что наиболее чувствительны к нервно- 
мышечному параличу крысы и кролики, кошки и собаки обла- 
дают меньшей чувствительностью, у обезьян диафрагмальные и 
межреберные мышцы относительно устойчивы к действию анти- 
холинэстеразных веществ (Ое Сапаое е{ а1., 1953). 

Блок дыхательной мускулатуры зависит от действия яда 
на нервно-мышечные синапсы, так как воспроизводится в опы- 
тах на изолированном диафрагмальном препарате и не устра- 
няется искусственным дыханием. Многие авторы отводят пара- 
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личу дыхательной мускулатуры при отравлении антихолинэсте- 
разными веществами видное место среди летальных симптомов 
интоксикации (Роиз]аз, МаНемз, 1952; Вагпез, 1953: В1азгчр, 
Воппе!, 1954, и др.). Значение этого фактора возрастает с уве- 
личением дозы яда, а также в случае хронической интоксика- 
ции. Следует отметить, что ФОС могут вызвать паралич нервно- 
мышечной проводимости и в других мышцах, однако для 
воспроизведения этого эффекта требуется внутриартериальное 
введение больших количеств ФОС, значительно превышающих 
их абсолютно смертельные. дозы. 

Нарушения нервно-мышечной проводимости, вызываемые 
ФОС, в значительной степени зависят от угнетения активности 
холинэстеразы и резкого увеличения чувствительности попереч- 
нополосатых мышц к ацетилхолину. Это подтверждается опы- 
тами Холмса и Робинса (Но|тез, ВоБ!пз, 1955), которым уда- 
лось устранить нервно-мышечный блок диафрагмы, вызванный 
ФОС, применяя вещества, восстанавливающие активность хо- 
линэстеразы. 

Таким образом, в нарушении функции дыхания при отравле- 
нии ФОС принимают участие различные механизмы, которые в 
зависимости от ряда условий (химическое строение вещества, 
доза, вид животного) могут иметь неодинаковое значение. Так, 
в легких случаях на первый план выступают явления умерен- 
ного сужения бронхов и одышки вследствие прямого действия 


на дыхательный центр и возбуждения хеморецепторов каро- 
тидных клубочков. Дальнейшее увеличение дозы приводит к уси- 
лению сужения бронхов, асфиксии и изменению возбудимости 


дыхательного центра вплоть до его паралича. Параллельно, в 
случае введения больших доз, может возникнуть блок синапти- 
ческой передачи в дыхательной мускулатуре. 

Вряд ли можно себе представить в условиях целого организ- 
ма изолированное действие каждого из 3 описанных механизмов 
нарушения дыхания. Исключение, возможно, представляет 
молниеносная форма отравления, когда внезапно наступает 
паралич дыхательного центра. В других случаях, несомненно, 
следует учитывать все три механизма нарушения дыхания с 
превалированием того или другого в зависимости от ряда 
конкретных условий. Важно, в частности, учитывать видовую 
чувствительность животных. У кроликов, например, расстрой- 
ства дыхания протекают под знаком превалирования паралича 
дыхательной мускулатуры, для кошек типичен бронхоспазм, для 
обезьян — центральный паралич дыхания. 

Преобладание тех или иных механизмов нарушения дыха- 
тельной функции зависит ‘от химического строения антихолин- 
эстеразных веществ. Для липоидорастворимых антихолинэсте- 
разных веществ более характерно центральное действие; 
прозерин, ониевые фосфорорганияеские соединения и бис-четвер- 
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тичные обратимые ингибиторы вызывают преимущественно 
периферические расстройства (бронхоспазм и нервно-мышечный [ 
блок). 1 
Для полноты характеристики патогенетических факторов на- 
рушения дыхания, вызываемого антихолинэстеразными веще- ] 
ствами, необходимо кратко остановиться на падении кровяного 
давления. Падение кровяного давления, наступающее при тяже- 
лых формах отравления и связанное с сердечной слабостью и 
расширением сосудов внутренних органов, приводит к гипоксии. 
Эти явления обычно развиваются параллельно с вышерассмо- 
тренными нарушениями дыхания, но в дальнейшем «порочный» з 
круг замыкается: гипоксия прогрессивно ухудшает состояние 
сердечно-сосудистой системы, а это в свою очередь приводит 
к нарастанию кислородного голодания. Сильный бронхоспазм, 
кроме того, осложняется отеком легких, создающим дополни- 
тельные циркуляторные расстройства в малом кругу кровооб- 
ращения. 


ДЕЙСТВИЕ НА СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТУЮ СИСТЕМУ 


Нарушения кровообращения составляют одну из характер- 
ных особенностей действия антихолинэстеразных веществ на ор- 
ганизм животных. Своим происхождением они обязаны измене- 
ниям функционального состояния сердца и тонуса сосудов. | 
Здесь необходимо учитывать возможность действия препара- 
тов на холинергические структуры нервных центров, регулирую- $ 
щих тонус сосудов, ганглионарный аппарат, холинореактивные 
системы сосудов, эндокринную регуляцию. В оценке этого влия- 
ния важное значение имеют также и такие факторы, как вид 
животного, дозы яда, способ введения, его способность прони- 
кать в центральную нервную систему, состояние дыхания. Оста- | 
новимся на этих вопросах более подробно. 


Изменения кровяного давления 


При рассмотрении действия антихолинэстеразных веществ . 
на кровяное давление удается отметить следующую закономер- 
ность: большие (смертельные дозы) вызывают падение кровя- 
ного давления, которому обычно предшествует кратковремен- ] 
ная гипертония; действие несколько меньших доз, напротив; 
нередко сопровождается повышением кровяного давления. 


Гипотензивные эффекты | 


Согласно данным Дэли и Райта (Рау а. М/чеНь, 1956, 1957), 
эзерин в дозе 0,1—0,3 мг/кг, ТЭПФ (0,[—0,3 мг/кг) и зарин в 
дозе 25—35 1/ке при внутривенном введении вызывают у собак 
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урежение сердечного ритма и падение кровяного давления. Та- 
ким же действием обладают ДФФ (Модей, Кгор, 1946; Неу- 
тапз, 1947; Гапапойи, 1949), табун (Но|тз{е4+ 1941), тиофос 
(Ю. С. Каган, 1961; ЗаПе, 1950; Ег4тапи, Геп@е, 1958), хлор- 
тион, малатион, пирофосфат (Ваб4оп, Ри Во!з, 1955), меркан- 
тофос (Ю. С. Каган, 1961) и др. антихолинэстеразные веще- 














кровяного давления, антихолинэстеразные препараты оказы- 
вают потенцирующее влияние на гипотензивный эффект аце- 
тилхолина. Согласно данным Багдона и Дюбо (1955), различ- 
ные ФОС усиливают мускариноподобное действие ацетилхолина 
на кровяное давление в 10—30 раз. 

Патогенез гипотензивного эффекта антихолинэстераз изу- 
чен довольно подробно. Из причин, вызывающих снижение уров- 
ня артериального кровяного давления, большинство авторов на 
первое место ставит ослабление сердечной деятельности. Вто- 
| рой важной причиной является возможное преобладание сосу- 
























МУ дорасширяющего влияния над имеющим место сужением пери- 
‚ ферических сосудов. 

 характер- Особое значение в возникновении гипотензивного эффекта 

оств на р. антихолинэстеразных веществ имеют нарушения дыхания, по- 

ы стоянно наблюдаемые при отравлении животных этими веще- 

НЫ ИЗМЕН ствами. Это видно хотя бы из того, что при переводе животного 

я сосудов. на искусственное дыхание у него восстанавливается кровяное 

_ препара- давление и, наоборот, в случае выключения искусственного ды- 

егулирую- хания тотчас выявляются нарушения кровообращения. Однако 

'ВНые и при обеспечении искусственного дыхания можно в экспери- 

Гого ВЛИЯ" менте вызвать сильное падение кровяного давления. Для этого 
как вид необходимо увеличить дозу антихолинэстеразного вещества. 

ть прони Проведенный Дэли и Райтом (1956) физиологический ана- 

Ост лиз показал, что сужение периферических сосудов зависит от 

1ИЯ, повышения симпатического тонуса вследствие усиленного осво- 

бождения гормонов из надпочечника. За счет этого эффекта 

осуществляется, в частности, влияние антихолинэстеразных ве- 

д ществ на селезенку. Так, по данным Скотта ($60, 1957), вну- 

ств тривенное введение собакам ТЭПФ вызывает отчетливое сокра- 

веше щение селезенки, сопровождающееся повышением уровня гема- 

‚ко м токрита. Таким образом, этот эффект должен быть причислен 





к Н-холиномиметическому действию антихолинэстераз. 

Стюарт и Маккей (Зфе\маг, МсКау, 1961) установили, что 
У наркотизированных крыс медленное внутривенное введение 
зарина при достижении дозы 35—40 1/кг приводит к остановке 
дыхания на фоне повышенного артериального давления и нор- 
мальной нервно-мышечной проводимости. После включения ап- 
парата искусственного дыхания давление постепенно падает, 
брадикардия углубляется и развивается коллапс, который яв- 
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брадикардии. Атропин в дозе 10 мг/кг восстанавливает нормаль. 
ный сердечный ритм и кровяное давление, которое больше не 
снижается, несмотря на продолжающееся введение зарина до 
суммарной дозы 178 т/кг. Наиболее вероятной причиной кол. 
лапса и гибели крыс при продолжающемся искусственном ды- 
хании авторы считают накопление ацетилхолина в самой сер. 
дечной мышне. Накопление его в циркулирующей крови может 
явиться отягощающей причиной. 

Ю. С. Каган (1962) установил, что вызываемая тиофосом и 
меркаптофосом у кошек брадикардия и прогрессирующее па- 
дение кровяного давления могут быть устранены четвертичными 
холинолитиками в дозах, не оказывающих влияния на централь- 
ную нервную систему. 


Гипертензивные эффекты 


Мендез и Равин (Мепфет, Ка\!т) в 1941 г. в опытах на 
атропинизированных кошках показали, что эзерин вызывает по- 
вышение кровяного давления. В дальнейшем этот эффект был 
воспроизведен со многими другими антихолинэстеразными ве- 
ществами: прозерином (СгоЬ, Нагуеу, 1950; Н Шоп, 1961; Кор- 
рат, Кагстаг, 1951; Г.опо её а|., 1960; Юеаг4оп еЁ а1., 1947; $а- 
1егпо, Сооп, 1950; Уагазс, 1955), ДФФ (ПугпбиБег, СиПишЬ те, 
1955; Коррапу, Кагстаг, 1951; За|егпо, Сооп, 1950), ТЭПФ (Кор-* 
рапт, Кагстаг, 1951; Рашей, 1954; За|егпо, Сооп, 1950), зарином 
(П1пгпваБег, СоПитЫте, 1955) и др. 

Применяя фармакологические вещества, выключающие сосу- 
дистую регуляцию на различных уровнях, Поле (1954) в опытах 
с ТЭПФ установил, что повышение кровяного давления обуслов- 
лено действием главным образом на центры продолговатого и 
спинного мозга. В дальнейшем Поле и Шепдрайверу (Раше, 
Зсваерагууег, 1959) удалось воспроизвести типичный гипертен- 
зивный эффект после введения зарина в условиях изолирован- 
ного кровоснабжения головы собаки и таким образом доказать 
его центральное происхождение. 

Аналогичное объяснение механизма возникновения прессор- 
ного действия эзерина и прозерина приводят Эйкштедт и др. 
(Е1ск&%е4, Егдтапи, Зсваеег, 1955) на основании своих опытов 
на децеребрированных и декапитированных кошках. 

У атропинизированных собак антихолинэстеразные вещества 
вызывают только прессорный эффект. 

Д. С. Пасков считает, что вызываемое нивалином повышение 
кровяного давления связано с действием на симпатические ганг- 
лии, мозговой слой надпочечников и сосудодвигательные центры 
продолговатого и спинного мозга. Центральный механизм мо- 
жет включаться в процесс как в результате прямого действия 
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нивалина, так и в результате рефлекторных влияний, исходя- 
щих из хеморецепторов каротидного клубочка, рецепторов ки 
шечника и др. Ю. С. Каган (1961) наблюдал гипертензивный 
эффект после введения кошкам в сонную артерию меркапто- 
фоса и тиофоса. Этот эффект устранялся гексонием, но сохра- 
нялся после удаления надпочечников. 

Джонсон, Гольд и Фриман (ЛоВлзоп, @о!4, Егеетап, 1958) 
установили, что паратион и зарин вызывают в токсических до- 
зах у собак и обезьян одинаковые изменения со стороны сер- 
дечно-сосудистой системы. Однако у обезьян не отмечается фа- 
зы гипертензии во время развития асфиксии. 

Прессорное действие эзерина, ДФФ, ТЭПФ и зарина было 
отчетливо воспроизведено также в опытах на крысах (Ргови- 
рег, СийитЫ те, 1955; Гезе, Уагазтс, 1961; Медоко\е, Уагазтс, 
1957; З4е\хаг{, МсКау, 1961; Уагаяс, 1955). В опытах применя- 
лись различные методические подходы для установления ме- 
ханизма гипертензивного действия антихолинэстеразных ве- 
ществ (фармакологические анализаторы, удаление надпочечни- 
ков, удаление кожи с целью исключения участия перифериче- 

ских сосудов и др.). Перечислим наиболее важные результаты, 
полученные в этих исследованиях: 1) повышение кровяного дав- 
ления наблюдается и после адренолэктомии; 2) исключение 
участия в гемодинамических реакциях кожных сосудов (удале- 
ние всей кожи) приводит к тому, что антихолинэстеразные ве- 
щества вместо повышения вызывают понижение кровяного да- 
вления; 3) гексоний мало изменяет действие антихолинэстераз- 
ных веществ на кровяное давление; 4) четвертичные антихолин- 
эстеразные вещества, которые плохо проникают в центральную 
нервную систему, не вызывают подъема кровяного давления; 


Таблица 21 


Влияние антихолинэстеразных веществ на кровяное давление 





Гипотензивный эффект Гипертензивный эффект 
С 


Возникает преимущественно | Возникает преимущественно в результа- 
в результате периферического | те действия субтоксических доз, а также в 
действия токсических доз, так | первой фазе действия токсических доз на 
как он: 1) сохраняется при пере- | сосудодвигательные центры продолгова- 
о. блуждающих нервов, | того и спинного мозга, так- как воспроиз- 
) устраняется атропином и чет- | водится в условиях изолированного крово- 
вертичными холинолитиками, не | снабжения мозга и на адреналэктомиро- 


проникающими в мозг, ванных животных; не вызывается четвер- 
тичными антихолинэстеразными вещества- 


ми, которые не проникают в мозг, и соот- 
ветственно не устраняется четвертичными 
холинолитиками, в то время как атропин 
и другие третичные холинолитики эффек- 
тивны. 


191 




















































5) дибенамин устраняет гипертензивное действие антихолин- 


эстеразных веществ (аналогичным образом действует ‚резерпин 
при длительном предварительном введении и в меньшей степени 
бретилий и иохимбин). 

Основной вывод, который делают авторы из этих фактов, 
состоит в признании центрального происхождения гипертензии, 
вызываемой антихолинэстеразными веществами. При этом осо- 
бое значение некоторые авторы приписывают центральной ак- 
тивации адренергических нервных механизмов. 

Общая характеристика влияния антихолинэстеразных ве- 
ществ на кровяное давление представлена в табл. 21. 


Действие на сердце 


Действие антихолинэстеразных веществ на сердце изучалось 
многими авторами. В 1935 г.— 12 лет спустя после того, как 
Леви опубликовал результаты своих блестящих опытов, дока- 
зывающих существование в сердце холинергической переда- 
чи, — Бак (Васа) установил, что эзерин усиливает хроно- и 
инотропные эффекты, вызванные раздражением блуждающего 
нерва и введением ацетилхолина. Эффекты эзерина и других 
антихолинэстеразных веществ изучались в многочисленных опы- 
тах на изолированном сердце, на сердечно-легочном препарате 
и в условиях целого организма. Детальное описание результа- 
тов исследований подобного рода можно встретить УТ. М. Тур- 
паева (1962), Берна (1961) и других авторов. Не считая воз- 
можным подробно останавливаться на этих вопросах, мы огра- 
ничимся фармакологической характеристикой эффектов анти- 
холинэстеразных веществ на сердце и попробуем определить их 
место в нарушениях кровообращения, наблюдаемых при воз- 
действии этими агентами на целый организм. 

Наиболее характерными проявлениями действия антихолин- 
эстеразных веществ на сердце являются брадикардия и сниже- 
ние силы сокращений миокарда. Эти эффекты постоянно отме- 
чаются в случае применения субтоксических и токсических доз 
любых антихолинэстеразных веществ и выявляются различными 
методами (ЭКГ, запись сокращений сердца на кимографе, из- 
менение величины работы сердца и потребления кислорода). 
Особенно чувствительным показателем действия антихолинэсте- 
разных веществ на сердечно-сосудистую систему, по мне- 
нию Холмстедта (Нойп${еа{, 1951), является снижение вели- 
чины работы сердца, наблюдаемое еще до изменения кровяного 
давления (рис. 21). 

Убедительные данные о действии антихолинэстеразных ве- 
ществ на сердце были получены на сердечно-легочном препа- 
рате. В этих опытах обычно перерезали блуждающие нервы и 
тем самым исключали влияние центральной нервной системы. 
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Эзерин в концентрации 1,5. 10-5 М уменьшал частоту сердеч- 
ных сокращений с 118 до 32 ударов, т. е. на 73%, аналогичным 
действием обладали прозерин и фосфакол (Берн, 1956). Добав- 
ление небольших количеств атропина (10—20) устраняло эф- 
фект эзерина (рис. 22). Интересно отметить, что ацетилхолин 
был менее активен, чем эзерин. 








Аналогичный эффект легко вос- 
производится на изолирован- Ц 
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Рис. 21. Влияние табуна на величину Рис. 22. Влияние эзерина на ча- 
работы сердца, потребление кисло-  стоту сокращений сердца и анта- 
рода и кровяное давление’ кролика гонизм с  атропином. Опыт на 

(Нопичейц, 1951). сердечно-легочном препарате 


1 Е 
а—без атропина; б—то же после введения (Берн, 1961) 
атропина. На оси ординат— изменения пока- 1{— введение эзерина в сосуд с кровью 
зателей в % к и. уровню, принятому с таким расчетом, чтобы его конечная 
за 100. 


-5 м; 

1— потребление кислорода; 2— кровяное да- концентрация составляла’ 1,5. 10 < 

вление; 3 — работа сердца. Стрелка — введе- 2— введение 51 атропина; 3— введение 
ние атропина, 10у атропина. 


свинок было показано, что фосфакол в концентрации 4.106 М 
замедляет их сокращения, причем это действие снимается 
атропином или ПАМ (ВеШе и др., 1955). Клинфелд, Меджин и 
Стейн (Кеша, Мабтоп, Зе, 1960), используя микроэлек- 
тродную технику, изучали влияние ТЭПФ на мембранные по- 
тенциалы изолированного предсердия кроликов и установили, 
что ТЭПФ в концентрации 3,5 9—9 10-5 М вызывает за- 
медление ритма и остановку сокращении предсердия, не изменяя 
потенциалы покоя и ускоряя фазу реполяризации. ПАМ снимал 
действие ТЭПФ и восстанавливал работу предсердий. - 
Несколько иные результаты получили Такаори и др. (Такаом её 
а1., 1961). В опытах с регистрацией потенциалов изолированной 
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полоски предсердий кролика авторы установили, что вызывав. 
мое эзерином и паратионом снижение частоты сокращений и 
уменьшение длительности потенциалов действия и фазы репо- 
ляризации устраняется атропином, но не реактиватором 
(ПАМ). На этом основании авторы полагают, что действие ан- 
тихолинэстеразных веществ в данном случае зависит от их пря- 
мого холиномиметического действия. Более высокие концентра- 
ции (104) таких ФОС, как ДФФ, ТЭПФ и фосфакол, умень- 
шали сердечные сокращения и снижали их амплитуду. Это бло- 
кирующее действие высоких концентраций ФОС не устранялось 
атропином (Вигоеп её а|., 1949; За]егпо, Сооп, 1949; ВеШе е# 
а|., 1957). 

ФОС не изменяли спонтанных сокращений изолированного 
препарата аорты, но потенцировали действие ацетилхолина. 
В больших концентрациях ФОС не только не оказывали такого 
влияния, но, напротив, антагонизировали с действием ацетил- 
холина (№ 133, 1956). Н. Л. Богоявленская (1953) также уста- 
новила «атропиноподобное» действие эзерина на изолирован- 
ное сердце. 

Из сказанного видно, что только эффекты низких концентра- 
ций укладываются в антихолинэстеразный механизм действия; 
что касается высоких доз, то, возможно, они прямым образом 
расслабляют мышцы. 

В опытах некоторых авторов ингибиторы не вызывали бра- 
дикардии на изолированном сердце. Однако это не противоречит 
антихолинэстеразной теории. Как показали Эрдманн и Бурк- 
хардт (Егатапп, ВигКквагаф, 1960), отсутствие брадикардии на 
изолированном сердце связано исключительно с недостаточным 
снабжением сердца кислородом при таком методе исследова- 
ния. Если же авторы создавали условия, обеспечивающие до- 
статочное снабжение изолированного сердца теплокровного жи- 
вотного кислородом (повышение давления в перфузионной си- 
стеме или добавление к перфузату гемоглобина в концентра- 
ции 0,66%), то фосфакол вызывал брадикардию. 


Изменения электрокардиограммы 


Согласно данным Ю. С. Кагана (1961), антихолинэстераз- 
ные фосфорорганические соединения вызывают замедление сер- 
дечной деятельности и увеличение высоты зубца А. Эти измене- 
ния отмечаются при введении препаратов в дозах, не вызываю- 
щих видимых признаков интоксикации, и свидетельствуют о 
раннем повышении тонуса блуждающего нерва. В отдельных 
опытах имела место неполная атриовентрикулярная блокада. 
Аналогичный эффект наблюдал И. В. Комиссаров (1955). Изме- 
нение величины зубцов Р и Г, а также смещение сегмента 
$ —ГТ выше изоэлектрической линии позволяют предположить 
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наличие в этих случаях изменений коронарного кровообраще- 
ния. Холинолитики (тропацин и пентафен) в опытах Ю. С. Ка- 
гана (1961) предупреждали развитие нарушений сердечной 
деятельности. 

Подробное исследование изменений ЭКГ при отравлении та- 
буном провели на кроликах болгарские ученые С. ХФ. Петров и 
Л. Кръестанов (1962). При легкой степени интоксикации на 
ЭКГ изменялись главным образом зубцы Р и Т (уменьшение 
амплитуды зубцов, в отдельных случаях сглаживание и инвер- 
сия Г). Брадикардия отмечалась только в тяжелых случаях ин- 
токсикации, при этом зубец Т становился отрицательным, а Р 
исчезал. В отдельных случаях отмечалась желудочковая экстра- 
систолия, снижение интервала 57 ниже изоэлектрической линии 
в сочетании с инверсией зубца Т и уменьшением комплекса 
ОК$. 

Электрокардиографические исследования на кроликах, прове- 
денные Д. С. Пасковым (1958) с нивалином, показали, что этот 
алкалоид в дозах 0,1 мг/кг и выше вызывает урежение ритма 
сердечных сокращений, почти не изменяя общего вида ЭКГ. 
Наблюдалось лишь небольшое удлинение интервала РО и не- 
которое увеличение вольтажа зубца Г. 

Ренэ и Дельга (Кепе, Рева, 1954, 1955) вызывали у мор- 
ских свинок остановку сердца введением эзерина, прозерина 
и ДФФ (препараты вводились путем медленной инфузии рас- 
творов в следующих дозах: эзерин 30у, прозерин 15у и ДФФ 
250% в минуту). Остановка сердца наступала в разные сроки — 
например, в случае введения ДФФ через 51 мин. Это время 
можно было значительно уменьшить при совместном примене- 
нии антихолинэстеразных веществ с хлоридом калия. Синергизм 
между ДФФ и хлоридом калия был показан теми же авторами 
в опытах на собаках. Этим опытам отчасти противоречат дан- 
ные Монтгомери и др. (Мошеотегу е# а|., 1954), которым уда- 
валось прозерином снять у собаки желудочковую фибрилляцию, 
возникновение которой авторы связывают с повышением содер- 
жания калия в миокарде при ацидозе. 

Убедительные данные о характере изменений ЭКГ получены 
в опытах на сердечно-легочном препарате. В опытах Берна 
(1961) эзерин и подобные ему вещества, наряду со снижением 
частоты сердечных сокращений на сердечно-легочном препара- 
те, замедляли скорость проведения каждого импульса, так как 
интервал РО увеличивался. Когда ингибиторы применялись в бо- 
лее высоких концентрациях, они вызывали полный атриовентри- 
кулярный блок: на ЭКГ можно было видеть появление зубцов 
Р и К, совершенно независимо друг от друга (рис. 23). 
по офекты антихолинэстеразных веществ обуслов- 

рическим действием, так как они могут быть 
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воспроизведены в опытах с перерезкой блуждающих нервов, 
а также на декапитированных животных, не говоря уже о том, 
что они наблюдаются на изолированном сердце и сердечно-ле- 
гочном препарате. Проведенный Геймансом (Неутапз, 1956) 
фармакологический анализ показал, что вызываемая антихо- 
линэстеразными веществами брадикардия обусловлена их дей- 
ствием на М- и Н-холинореактивные системы сердца. Есть осно- 
вания полагать, что в урежении сердечных сокращений прини: 
мает участие не только истинная, но и ложная холинэстераза, 


Рис. 23. Изменение ЭКГ под влиянием эзерина 
В опыте на сердечно-легочном препарате (Берн, 
1961). 


а—ЭКГ в норме; б6—ЭКкГ при полном атриовентрикуляр- 
ном блоке, наступившем при добавлении в сосуд эзерина 
(27. 10-5 М). 


Так, Берн и Валкер (Вигп, \’аег, 1954) нашли, что избира* 
тельный ингибитор ложной холинэстеразы Ми-683 [диметилкарб- 
амат-(2-гидрокси-5-фенилбензил) -триметил-аммоний-бромид] В 
этом отношении был более эффективен, чем специфический ин- 
гибитор истинной холинэстеразы 248С [диметобромид 1,5-ди (п- 
№-аллил-М-метил-аминофенил)-пентан-3-0н]. Эти данные согла- 
суются с гипотезой Берна, согласно которой ритмическая актив- 
ность сердца поддерживается путем местного синтеза ацетил- 
холина, ферментативный гидролиз которого осуществляется 
ложной холинэстеразой. 

Механизм изменений под влиянием антихолинэстеразных ве- 
ществ сердечного ритма в конечном итоге, вероятно, сводится 
К изменению мембранных потенциалов в сторону повышения их 
проницаемости для ионов калия (Тгаикует, Риае!|, 1858). Это 
подтверждается работами Голланда и сотр. (НоПап@ её а1., 
1959), которые показали, что степень изменений метаболизма 
ацетилхолина и холинэстеразы в изолированном ушке сердца 
коррелирует с нарушениями ионной проницаемости. 
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ДЕЙСТВИЕ НА ГАНГЛИИ 


С тех пор как А. В. Кибяков (1933), применяя методику 
перфузии верхнего шейного симпатического ганглия кошки, 
впервые обнаружил в жидкости, оттекающей от ганглия во 
время раздражения преганглионарного ствола нерва, биологиче- 
ски активное вещество, а Фельдберг и Гаддум (Ре!9Ъеге а. Сад- 
дит, 1933) установили, что это вещество аналогично ацетилхо- 
лину, в области изучения влияния фармакологических веществ 
на ганглионарные синапсы накоплен огромный эксперименталь- 
ный материал. Многие сведения по этому вопросу можно встре- 
тить в монографиях В. С. Шевелевой (1961), П. П. Денисенко 
(1959), Д. А. Харкевича (1962). В первой из упомянутых моно- 
графий хорошо изложены теоретические вопросы межнейронной 
передачи в ганглиях, две другие работы посвящены преимуще- 
ственно ганглиоблокирующим средствам. В самое последнее 
время сведения о влиянии антихолинэстеразных веществ на 
ганглионарную передачу были суммированы в обширном обзоре 
Цаймис (Дайтиз, 1963), к которому мы и отсылаем читателя для 
детального ознакомления с вопросом. В рамках настоящей 
книги мы считали возможным остановиться’ лишь на наиболее 
существенных сторонах ганглионарного действия антихолин- 
эстеразных веществ. 

Кэннон и Розенблют (Саппоп а. Возеп и, 1937), Розен- 
блют и Симоон (Возепб Ш! а. Зипеопе, 1938) впервые описали 
действие эзерина и прозерина на верхний шейный симпатиче- 
ский ганглий. В свое время эти работы явились веским аргу- 
ментом в пользу признания гуморальной роли ацетилхолина в 
межнейронной передаче. 

Твердо установлено, что источником ацетилхолина являются 
окончания преганглионарных волокон, содержащие его запас, 
пополняемый холинацетилазной системой по мере расхода аце- 
тилхолина в ответ на центробежный нервный импульс. Подечи- 
тано, что на ОДИНОЧНЫЙ преганглионарный залп около одной 
ганглионарной клетки освобождается 10-15 г ацетилхолина. Хо- 
линэстераза концентрируется на окончаниях преганглионарных 
волокон. Образующийся при гидролизе ацетилхолина холин ис- 
пользуется для последующего непрерывного синтеза медиатора 
преганглионарными окончаниями. Доказано, что стимулирую- 
щее влияние ацетилхолина связано с его действием непосред- 
ственно в синапсах. Это действие весьма специфично и прояв* 
ляется в присутствии антихолинэстеразных веществ, начиная с 
концентраций порядка 10-8. На рис. 24 дана схема, иллюстри- 

ющая действие порог 
ЕЕ р ие пороговых доз ацетилхолина до и после вве* 
НЫЕ результаты, характеризующие ганглио* 

ие антихолинэстеразных веществ, получены през 
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имущественно в опытах на изолированных ганглиях. Общим для 
всех исследованных препаратов является то, что они в дозах, 
угнетающих истинную холинэстеразу, облегчают, а в больших 
дозах блокируют ганглионарную передачу. Указанная законо- 
мерность установлена для эзерина (Ее!Бего, УагНап!, 1934; . 
Втго\уп, Ее!@Бего, 1936; Возеп ий, 5ипеопе, 1938), прозерина 
(Возепб №, З1теопе, 1938), ДФФ (Мага22А, Лаг\К, 1947; Но- | 
1адау еЁ а|., 1954), ТЭПФ (Вигвеп её а|., 1949), сульфометилата 
3- (дииозопрокопсифосфинил-окси-М№-метил пиридиния) (Вигвеп, 
Спитрап, 1952). 

Эти данные согласуются с наблюдениями на целых живот- 
ных. Известно, например, что у атропинизированных кошек от- р 
ветная реакция мигательной 
перепонки на преганглионар- 
ную стимуляцию усилива- 










































лась нивалином (Д. М. Па- пространяется 
сков, 1958), ТЭПФ (Вигвеп блокирующие г 
её а|., 1949), табуном (Нот- (1951) наблюдаи 
зе, 1951), соединениями блокирующего 
217МУ и 217АО (Ме[заак, мона, Аналоти 
КоеПе, 1959). Однако в с ДФФ по 
опытах на целом животном (Кало, Кое] 
ганглионарные эффекты ан- Роме того и | 
Рис. 24. Схема, иллюстрирующая дей- рых ВоЩеств | аататонизи, =. 
ствие пороговых доз ацетилхолина (АХ) были гораздо менее вы- о (бб в 
и карбохолина (КХ) до (4) и после ражены по сравнению с их Ной | на 
(б) введения ДФФ. действием на нервно-мышеч- 1 ера 
И Структуры, содержащие Ол НоСтерыву заштри- ные синапсы. Ряд авторов й [и НЫ 01 з 
хованы (УоПе, КоеПе, 1961). - Е а тах 
ри применении антихолин ео НД 

эстеразных веществ в ма- м д) аа Тре 
леньких дозах в условиях опытов на целом животном вообще | 5% И ко ди 
не наблюдали никакого эффекта (Есс!з, 1935; ВгопК е# а|., 1 И а 
1938). Было подмечено также, что более отчетливо эффект ми и 
антихолинэстеразных веществ на ганглионарное проведение а ( 


проявляется в случае нарушения целостности (частичной ре- 
зекции) преганглионарного нервного ствола (Но!а4ау, КатЦо. 
КоеЙе, 1954). По-видимому, в данном случае речь идет о вос- 
становлении при помощи антихолинэстеразного вещества актив- 
ности волокон, утративших ее в результате операции. На этом 
основании некоторые авторы склонны считать, что удаление 
ацетилхолина путем его энзиматического расщепления в ганг- 
лии, по-видимому, имеет меньшее значение, чем его диффузия 
из синаптической щели. 

Облегчение ганглионарной передачи в случае применения 
антихолинэстеразных веществ обусловлено торможением истин- 
ной холинэстеразы, которая располагается главным образом 
в наружной части липоидной мембраны. В симпатических ганг- 
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лиях истинная холинэстераза находится только В пресинаптиче- 
ских окончаниях, в то время как в парасимпатических ганглиях 
она имеется и в постсинаптической мембране (рис. 25). Возмож- 
но, именно с этим различием связан тот факт, что антихолин“ 
эстеразные и многие другие холинергические вещества значитель- 
но сильнее действуют именно на парасимпатические ганглии, 

Наиболее постоянным эффектом антихолинэстеразных ве- 
ществ является усиление надпорогового раздражения. Кроме 
того, эти вещества способствуют суммации синаптических по+ 
тенциалов в ганглии. Антихолинэстераз- 
ные вещества в действии на ганглии, Ги 
так же как и на нервно-мышечные си- 
напсы, являются антагонистами кураре 
(Споп, ЕШо, 1948). Этот антагонизм рас- 
пространяется и на другие вещества, 
блокирующие ганглии. 3. И. Веденеева 
(1951) наблюдала уменьшение эзерином 
блокирующего действия  тетраэтилам- 
мония. Аналогичные результаты в опы- 
тах с ДФФ получили Камийо и Келле 
(КашЦо, КоеЦе, 1952), показавшие, 
кроме того, что для осуществления этого 
антагонизма необходимо значительное 
(более чем на 50%) угнетение истин- 
ной холинэстеразы, при котором в конт- 
рольных опытах происходит усиление 
сокращений третьего века. Антагонизм 
между антихолинэстеразными вещества- 
ми и некоторыми ганглиоблокирующими 
четвертичными основаниями наблюдал 
М. Л. Тараховский (1958). Как извест- 
но, атропин в больших дозах обладает 
ганглиоблокирующим действием. Голо- 
дай и др. (Но!а4ау её а|., 1954) установили, что ДФФ пол- 
ностью предупреждает этот эффект атропина. 

В опытах К. Г. Цирка (1957) эзерин и прозерин в дозах 
0,05 и 0,1 мг/кг отчетливо ускоряли восстановление высоты со- 
кращения третьего века, сниженной пентафеном и его четвер- 
тичными солями, а в больших дозах предупреждали этот эф- 
фект в течение 30—45 мин. Гистохимическим методом автору 
удалось выявить сильное торможение истинной холинэстеразы 
ганглия при действии вещества в эффективных дозах. Восста- 
новление активности холинэстеразы в ганглии моноизонитрозо- 
ацетоном сопровождается восстановлением функции (С. Н. Го 
и. А. Печенкин, Ю. Г. Федорчук, 1958). и: 

льзу антихолинэстеразного действия ФосС 
говорят опыты С. Н. Голикова, В. А. Печенкина, Ю.Т. и - 





Рис. 25. Распределение 

наружной и внутренней 

холинэстеразы в звезд- 

чатом (а) и реснитча- 

том (6) ганглиях (КоеЦе 
а. КоеПе, 1959). 





чука (1958), в которых было показано, что фосфакол и ТЭПф 
не действуют на денервированный ганглий, т. е. в условиях, 
когда клетки не синтезируют ацетилхолин. 

Однако, как уже было отмечено, антихолинэстеразные ве. 
щества в больших дозах угнетают проведение возбуждения в 
вегетативных ганглиях. Поскольку последнее наблюдается при 
применении их в дозах, сильно превышающих количества, не- 
обходимые для полного угнетения холинэстеразы, есть’ доста- 
точные основания считать, что этот эффект не связан с угнете- 
нием холинэстеразы, а зависит от непосредственного действия 
антихолинэстеразных веществ на Н-холинореактивные си- 
стемы. 

В оценке ганглионарного действия антихолинэстеразных 
веществ наиболее трудным, пожалуй, является выяснение уча- 
стия этих эффектов в нарушении различных функций орга- 
низма. 

При изложении данных о влиянии антихолинэстеразных ве- 
ществ на различные органы и системы мы приводили материа- 
лы о роли ганглионарных эффектов. Так, есть основания счи- 
тать, что ганглионарные эффекты антихолинэстеразных ве- 
ществ проявляются в отношении ганглионарных синапсов 
сердца, кишечника, бронхов (см. соответствующие разделы). 
Трудность более четкой дифференцировки этих эффектов от 
одновременно развивающегося действия на М-холинореактив- 
ные системы состоит в ограниченности методов, позволяющих 
изолированно воздействовать на парасимпатические ганглии 
(поскольку доступ к ним далеко не всегда осуществим). Значи- 
тельно доступнее изучение влияния препаратов на симпатиче- 


ские узлы, однако именно они обладают меньшей чувствитель- 
ностью к антихолинэстеразным веществам 


ВЛИЯНИЕ НА НЕРВНО-МЫШЕЧНЫЕ СИНАПСЫ 


А. Ф. Самойлов (1924) впервые высказал мысль о гумо- 
ральной передаче нервного импульса с двигательного нерва на 
скелетную мышцу. В 1936 г. Дейл, Фельдберг и Фогт (Рае, 
Ре!Бега, \ор{) установили, что при раздражении моторных 
нервов на их окончаниях образуется ацетилхолин. С тех пор 
исследования гуморального механизма нервно-мышечной пере- 
дачи продолжаются с неослабевающей интенсивностью. Не 
имея возможности подробно освещать вопросы, связанные с 
действием на нервно-мышечные синапсы ацетилхолина и его 
миметиков (подробные сведения на этот счет можно встретить 
в обстоятельном обзоре Вернера и Куперман — \егпег, Кирег- 
тап, 1963), попытаемся охарактеризовать особенности измене- 


НИЯ функции нервно-мышечного синапса под влиянием антихо- 
„ Линэстеразных веществ. 
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Действие антихолинэстеразных веществ на скелетную мыш“ 
цу проявляется по-разному, в зависимости от типа мышечных 
волокон и ритма раздражения. При медленном ритме раздра- 
жения антихолинэстеразные вещества, стабилизируя выделяю“ 
щийся в синапсах ацетилхолин, облегчают передачу импульсов 
с нерва на мышцу независимо от вида мышиы. При высоких 
частотах раздражения эти вещества вызывают торможение 
передачи, связанное с чрезмерным накоплением ацетилхолина 
в области мионеврального синапса (пессимальная реакция). 
Последняя свойственна только нетоническим мышечным волок“ 
нам (например, икроножной мышце). : 

Как было показано А. Г. Гинецинским и Н. И. Михельсон 
(1937), А. Г. Гинецинским (1947) и А. К. Воскресенской (1959), 
эзерин и прозерин при действии на тонические волокна песси- 
мальной реакции не вызывают, а приводят к резкому замедле- 
нию расслабления сокращения мышцы в ответ на кратковремен- 
ное непрямое раздражение. Оба типа реакции мышцы на вве- 
дение антихолинэстеразного вещества представлены на рис. 26 
и 27. 

Несмотря на то, что представления о механизме действия 
антихолинэстеразных веществ на нервно-мышечную передачу 
в принципиальном отношении за последнее десятилетие не пре- 
терпели существенных изменений, многие важные уточнения, 
касающиеся интимных сторон этого вопроса, появились совсем 
недавно. Это связано главным образом с введением микро- 
электродной, микроморфологической, микроинъекционной (элек- 
трофоретической) и гистохимической техники. 

Прежде чем перейти к рассмотрению непосредственно инте- 
ресующих нас материалов, остановимся кратко на современ- 
ных морфофизиологических данных, без которых невозможно 
понять сложный процесс нервно-мышечной передачи. 

Нервно-мышечное соединение, в котором осуществляется 
гуморальная передача нервного импульса, состоит из синаптиз 
ческой бляшки, субсинаптической мембраны’ и синаптической — 
щели между ними. В синаптической бляшке находятся синап- 
тические пузырьки, содержащие ацетилхолин. Общие представ- 
ления о строении синапсов были рассмотрены выше (см. рис. 1 
стр. 6). . 

Основное отличие нейро-мышечного синапса от других 
синапсов заключается в складывании субсинаптической мем- 
браны, которая образует субсинаптические складки. р 

Процесс передачи слагается из цепи строго последователь- 
ных превращений. В ответ на нервный импульс из лопнувших 
пузырьков в синаптическую щель синхронно выбрасывается = 
минимальное количество «квантов» ацетилхолина (в каждом 
кванте несколько тысяч молекул ацетилхолина), после чего 


происходит взаимодействие медиатора с холинорецептором кон- = 
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деполяризация 


1 Минимальное число молек 
ствления взаимодействия медиа 
скольку один рецепто 
холина, 


шим с учетом складчатого ст 
лу примерно соответст; 
цевой пластинкой, 


цевой пластинки '. Это приводит к резкому 
цаемости (пористости) концевой пластинки, так что стан 
возможным‘ свободное прохождение ионов натрия в ме 
и выхождение ионов калия из нее. В связи с этим на 


мембраны и возникают 
потенциалы концевой пластинки. Показано также, что при 


1ч00мин 


12420 мип Эмин 


Рис. 26. Появление оста- 
точной контрактуры после 
сокращения изолированной 
прямой мышцы живота ля- 
гушки, вызванного непря- 
мым электрическим раздра- 
жением в результате дей- 
ствия армина (Е. К. Рожко- 
ва, Р. С. Рыболовлев и 
др., 1962). 
Амплитуда импульсов —1 в; 
стрелка — введение армина 
(1. 10-7), 


каждом импульсе поглощается 50. 10-15 г.экв ио 
столько же теряется ионов калия (Экклс, 
ция миниатюрных потенциалов обеспечивае 





постсинаптической 
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Рис. 27. Углубление пес- 
симальных реакций ик- 
роножной мышцы кошки 
при разных частотах раз- 
дражения перифериче- 
ского отрезка седалищ- 
ного нерва (Е. К. Рож- 
кова, Р. С. Рыболовлев 
и др., 1962). 
Амплитуда импульсов —1 в. 
а — механограммы сокращений 
мышцы в норме; б — механо- 
граммы сокращений через 
10 мия после внутривенного 


введения препарата М-136 
[С2Н,О (СН, РО) СН — 


— СН в дозе 0,15 мг/кг. 


ул ацетилхолина, необходимое для осуще- 
тора с рецептором, составляет 3. 105. По- 
р может быть стимулирован одной молекулой ацетил- 
количество рецепторов на одной концевой пластинке должно соответ- 
ствовать приблизительно этому порядку величин или быть несколько боль- 
роения субсинаптической мембраны. Этому чис- 
вует число молекул кураре, связываемых одной кон- 
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Ы, вследствие чего 


потенциалов на соседние концевые мембран 0 
ТВИЯ, вызывающий 


возникает более выраженный потенциал дейс 
сокращение мышцы. 

Синхронное освобождение большого количества квантов 
ацетилхолина, как уже указывалось, вызывает появление по- 
тенциала концевой пластинки; но даже когда нервные импуль- 
сы не приходят, происходит спонтанное освобождение неболь- 
шого количества квантов ацетилхолина, которые вызывают 
минутное изменение потенциалов (миниатюрные потенциалы 
концевой пластинки), величины которых ниже пороговых. 

Известно, что проницаемость клеточной мембраны для ионов 
неодинакова: концентрация Ма всегда выше снаружи, чем 
внутри покоящейся клетки, ионов К — наоборот. Ионы калия 
легко проникают через мембрану внутрь клетки, но выход из 
клетки в окружающую жидкость для них затруднен; ионы нат- 
рия, напротив, легко выводятся из клетки, но плохо проникают 
в нее. Различие между находящимися в равновесии концентра- 

циями ионов внутри и вне клетки ведет к поляризации мембра- 
ны: наружная сторона мембраны заряжена положительно по 
отношению к ее внутренней среде (разность потенциалов по- 
рядка 10 мв). Если с помощью электрического тока изменить 
заряд мембраны, т. е. сделать внутреннюю ее поверхность, как 
и наружную, положительной, то ее проницаемость полностью 
изменится. Ионы натрия, вместо того чтобы преимущественно 
выходить из клетки, будут интенсивно проникать в нее. Повы- 
шение концентрации внутри клетки приведет к тому, что участ- 
ки мембраны, смежные с точкой действия потенциала, станут 

с внутренней стороны положительно поляризованными, что В 

свою очередь приведет к изменению проницаемости мембраны. 

Этот процесс, подобно цепной реакции, раз начавшись, спонтан- 

но продолжается и распространяется во все стороны, пока не 

восстановится первоначальное ионное состояние. Во время воз- 
буждения существует разность потенциалов между поверхно- 
стью и содержимым клетки, которая сменяется возвращением 

к положительному потенциалу покоя. 

Резюмируя изложенное, следует сказать, что мембрана кон- 
цевой мышечной пластинки поляризована, т. ©. между наруж- 
ным и внутренним слоями мембраны существует разность по- 
тенциалов. При раздражении нерва (импульсом) выделяющий* 
ся в нервных окончаниях ацетилхолин вызывает кратковремен- 
ную деполяризацию концевой пластинки, которая в конечном 
счете приводит к появлению мышечной реакции, 

Действие антихолинэстеразных веществ на концевую пла- 
стинку может быть охарактеризовано следующими тремя ви+ 
дами эффектов. 

1. Антихолинэстеразные вещества вызывают фибрилляцию 
мышц, находящихся в покое. Полагают, что этот эффект связан 
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Схематическое изображение одного элементарного цикла 


нервно-мышечной передачи . сво 
| И 
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ных превращений АХ НИ пс 
Эфферентный нервный им- 2. : 
пульс ; реакц! 
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каж) 
Выброс множества квантов Последовательность  основ- от 
ацетилхолина ных процессов в концевой пла- Эт 
| стинке р 
= <: > } ы 
Контакт с концевой пластин- Увеличение — проницаемости антихо 
кой (соединение с холиноре- —> концевой пластинки для всех онцев 
цептором)) - ионов | Е Мы 
| 
у | синапс: 
Е Удаление АХ из рецепторов Деполяризация и возникно- у амплит 
(в течение нескольких милли- вение потенциалов концевои вой 
секунд с помощью фермента- пластинки пе 
тивного гидролиза и диффу- ; таниче‹ 
зии) пульс. 
Генерализация миниатюрных могут 
потенциалов и распространение б 
их на соседние концевые мем- ` лок). 
браны (потенциал действия) ляриза1 
” ацетил; 
Мышечное сокращение , НЕ 
1 Я деп‹ 
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вещест: 
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Рис. 28. Влияние эзерина на миниатюрные потен- мыш 
У циалы концевой пластинки мышцы лягушки (Ра а. ств ЧЕ 
{ Кай, 1952). ет МИ, 
а—в норме; б— после добавления 10-6 М прозерина. ных 23 
- у Дл; 
с действием антихолинэстеразных веществ на миниатюрные по 1 


ы АН 
тенциалы концевой пластинки (рис. 28). Увеличение амиит ок 
и частоты миниатюрных потенциалов может привести к т г 
лению распространенных действующих потенциалов, котор 
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свою очередь вызывают отдельные мышечные подергивания 
(фибрилляции), переходящие в сокращения групп волокон — 
фасцикуляции (ГИеу, 1956). Здесь речь идет о пролонгирова- 
нии потенциала концевой пластинки. 

о Антихолинэстеразные вещества значительно увеличивают 
реакцию, вызванную непрямой стимуляцией низкой частоты. 
Каждое раздражение дает «вспышку» потенциалов действия 
в каждом волокне, что приводит к кратковременному тетанусу. 
Этот феномен, так же как и фасцикуляции, зависит от потенци- 
рования миниатюрных потенциалов концевой пластинки. 

3. В ответ на тетанические раздражения высокой частоты 
антихолинэстеразные вещества снижают величину потенциалов 
концевой пластинки (пессимальная реакция). 

Мы уже говорили, что когда нервный импульс достигает 
синапса с угнетенной холинэстеразой, происходит увеличение 
амплитуды и удлинение продолжительности потенциалов кон- 
цевой пластинки. Этому феномену соответствует появление те- 
танического подергивания в ответ на единичный нервный им- 
пульс. Но, что особенно важно, повторные раздражения нерва 
могут вызвать пессимальное торможение (нервно-мышечный 
блок). По своему типу этот блок должен быть отнесен к депо- 
ляризационному, так как он возникает вследствие накопления 
ацетилхолина в синапсе. И действительно, прозериновый блок 
потенцируется ацетилхолином и декаметонием, которые являют- 
ся деполяризующими агентами, и устраняется конкурентными 
блокаторами типа кураре. Вызываемый антихолинэстеразными 
веществами нервно-мышечный блок обязан своим происхожде- 
нием стойкой деполяризации мембраны концевой пластинки. 
Однако, как показали проведенные на клеточном уровне иссле- 
дования Тислефа (ТНезеН, 1959), период деполяризации, вы- 
званный деполяризующим агентом, является коротким, причем 
мембрана быстро и полностью реполяризуется, в то время как 
блок продолжается еще довольно значительное время. 

Отсюда следует, что нервно-мышечный блок, вызываемый 
антихолинэстеразными веществами, является смешанным, кото- 
рый слагается из начального периода деполяризации и после- 
дующего рефрактерного периода, сходного с эффектом кураре. 

Наиболее существенным для понимания механизма нервно- 
мышечного блока, вызываемого антихолинэстеразными веще- 
ствами, является установление его связи с угнетением холин= 
эстеразы. Остановимся прежде всего на некоторых фактах, важ- 
ных для понимания этой связи. 

1. На изолированных мышечных препаратах установлено, что 
блок, вызванный эзерином, легко устраняется отмыванием. 
Нервно-мышечный блок, вызванный фосфаколом, восстанавли- 
вается лишь при повторном отмывании — в этом случае проис- 
ходит отмывание избытка ацетилхолина, однако возобновление 
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частых раздражений нерва немедленно снова вызывает блок 
(Е. К. Рожкова, Р. С. Рыболовлев и др., 1962). После других 
агентов восстановление происходит еще менее быстро (ТЭПФ) 
или вовсе не происходит (ДФФ). Этот факт в определенной 
мере соответствует обратимому и необратимому характеру угне- 
тения холинэстеразы указанными агентами. 

2. Барнес и Дафф (Вагпез, Рий, 1953) в опытах на изоли- 
рованных мышечных препаратах и целом животном установили 
зависимость между наступлением тетануса и критическим уров- 
нем угнетения активности холинэстеразы мышцы: способность 
поддерживать тетанус исчезала при снижении уровня активно- 
сти холинэстеразы до 10% исходной активности. 

3. Согласно данным Экклса и Макфарлана (Есс1зе, МсЕаг- 
1ап, 1949), исследовавших действие ДФФ и шести не содержа- 
щих фосфора антихолинэстеразных веществ на потенциалы кон- 
цевой мышечной пластинки, существует связь между угнетением 
холинэстеразы и эффектом. Реактиватор холинэстеразы диокси- 
миноацетон устраняет нервно-мышечный блок, вызванный зари- 
ном (Но|тез, КоБпз, 1955). Аналогичные результаты получены 
с моноизонитрозоацетоном при блоке, вызванном фосфаколом 
и ТЭПФ (С. Н. Голиков и др., 1958). Параллельные наблюде- 
ния за функцией нервно-мышечного синапса и уровнем актив- 
ности холинэстеразы в нем показали, что подавление ФОС (фос- 
факолом и фосарбином) функции синапса сочетаются с инакти- 
вацией холинэстеразы в концевых ‘моторных пластинках 

(И. И. Барышников и В. В. Соколовский, 1957; В. В. Соколов- 
ский, Н. В. Королев, 1959). Отмечена корреляция между сте- 
пенью восстановления функции и повышением активности холин- 
эстеразы под влиянием реактиваторов. 

4. Известно, что’ тетанус в мышце возникает в ответ на сти- 
муляцию определенной частоты и что чем выше частота стиму- 
ляции, тем слабее тетанус. Антихолинэстеразные вещества сни- 
жают способность мышцы к тетанусу, причем между уровнем 
активности холинэстеразы в мышце и частотой стимуляции уста- 
новлена обратная зависимость. При снижении активности фер- 
мента до 15, 10 и 8% от нормы частота стимуляции составляла 
соответственно 120, 60 и 30 стимулов в секунду (Маап, Арг!- 
зоп, 1955). 

5. Существует связь между временем наступления и продол- 
жительностью деполяризации и уровнем ацетилхолина в крови 
(рис. 29). 

6. На денервированной мышце антихолинэстеразные веще- 
ства не эффективны. 

Несмотря на то, что антихолинэстеразным действием можно 
довольно удовлетворительно объяснить вызываемые антихолин- 
эстеразными веществами нервно-мышечные эффекты, имеется, 


206 





М1аие!, 
Латро!3Ку 
Други‹ 
о том, 
эстеразны 
тенцирую’ 
только 5. 
зующихся 

































гнетением 
Ы ДиОкен- 
НЫЙ зари: 
получены 
сфаколом 
наблюде- 
ем актив- 
›0С (фо 
с инакти 





значительная группа фактов, не укладывающаяся в этот меха- 
низм. Речь идет о непосредственном, не связанном с угнетением 
холинэстеразы действием на холинорецепторы. Факты подобного 
рода получены при исследовании действия антихолинэстеразных 
веществ на различные органы и системы, но они, пожалуй, наи- 
более часто повторялись в опытах на нервно-мышечном аппа“ 
рате. 
Одна группа фактов объединяет наблюдения, в которых было 
показано, что эзерин, прозерин, ДФФ и другие антихолинэсте- 


разные вещества способны я р 
вызвать сокращение мыш- 

пы в условиях полного 
предварительного  угне- 
тения холинэстеразы 
(Ю. Г. Федорчук, 1957; 
Вускег,  \Мезсое, 1946; 
М1аце!, 1946; Капда!, 
Татро!зКу, 1953). 

Другие факты говорят 
о том, что антихолин- 
эстеразные вещества по- 
тенцируют действие не 9 7 72 Ш 
только эфиров, гидроли- Мин, после введения Юме/кг Г9ПФ 
зующихся  холинэстера- 
зой, но и таких холин- Рис. 29. Зависимость между деполяриза- 
ергических веществ, ко- цией концевой пластинки (1) м. отасШз 
торые не гидролизуются кошки и уровнем ацетилхолина (2) при 
этим ферментом: — напр СТР а 
мер, холина, карбохоли- 
на, эдрофония и дру- 
гих четвертичных аминов (С. Н. Голиков и др., 1958; Р. С. Ры= 
боловлев, 1948; Софеп, Розпитиз, 1958; Нийег, 1952; ТасоЬ и 
др., 1952). 

Ингибиторы ацетилхолинэстеразы из группы бис-четвертич- 
ных аммониевых соединений являются гораздо более мощными 
нейро-мышечными блокирующими агентами, чем этого можно 
было ожидать, исходя из их сравнительно не сильного ингиби- 
рующего действия. 

Все эти факты позволяют считать, что помимо антихолин- 
эстеразного действия рассматриваемым препаратам свойствен- 
но непосредственное влияние на концевую пластинку. 

Для проявления того или другого вида действия решающее 
значение имеет доза вещества. Антихолинэстеразное действие 
проявляется в случае применения небольших доз. Большие дозы 
вызывают эффекты вследствие непосредственного действия на 
концевую пластинку. 
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ммкг Ах/мг 
Делоляризация, м 
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Иными словами, в зависимости от концентрации антихолип. 
эстеразные вещества могут проявлять по отношению к скелет. 
ной мышце холиносенсибилизирующее, холинолитическое и хо. 
линомиметическое действие (В. М. Карасик, 1946; М. Я. Ми. 
хельсон, 1948). 

При повторных воздействиях или длительном применении 
одной дозы антихолинэстеразного вещества возможно снижение 
чувствительности мышцы (адаптация). В этом отношении пока- 
зательны тонкие опыты Аксельсона и Тислефа (Ахе|ззоп, ТВез- 
1ей, 1958). Авторы вставляли раздвоенную микропипетку непо- 
средственно в мионевральные щели и при помощи микроэлек- 
тродов регистрировали потенциалы нижележащих волокон. Из 
одного конца микропипетки ничтожно малые дозы ацетилхолина 
подавались небольшими порциями через каждую секунду, при 
этом каждый раз регистрировались (этим имитировалось выде- 
ление АХ в ответ на импульс) вызываемые внутриклеточно по- 
тенциалы концевой пластинки. В то же время из второго конца 
подавалась условная доза ацетилхолина, но уже не порциями, 
а постоянно, что имитировало накопление ацетилхолина в ре- 
зультате действия ингибитора холинэстеразы. Во время этой 
постоянной инфузии реакция на отдельные инъекции станови- 
лась меньше. Тем не менее, уже через несколько секунд насту- 
пала адаптация, и потенциалы полностью восстанавливались. 

Экспериментальные данные о влиянии антихолинэстеразных 
веществ на нервно-мышечную передачу суммированы в табл. 29. 


Антикурарное действие 


Влияние эзерина, а затем и других антихолинэстеразных ве- 
ществ на нервно-мышечный блок, вызванный кураре, стало изу- 
чаться после того, как в 1936 г. был установлен ‘антагонизм 
между ацетилхолином и кураре в действии на мышцу (Вг15со). 
К настоящему времени в литературе накопилось большое коли- 
чество данных об антикурарной активности многих ингибиторов 
холинэстеразы. 

Для того, чтобы рассмотреть антик 


Нить их механизм, необходимо кратко охарактеризовать дей- 
ствие на концевую мышечную пл 


астинку ацетилхолина, кураре 
и декаметония, являющегося типичным деполяризующим 
агентом. 

Как известно, ацетилхолин вызы 
ляризацию концевой пластинки, 
ния мышечной реакции. Декамет 
зацию, но гораздо более продо. 
пульсы, поступающие из центра. 
вызывать потенциалы концевой 
цы — последняя становится не 
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урарные эффекты и уяс-` 


вает кратковременную депо- 
необходимую для возникнове- 
оний также вызывает деполяри- 
лжительную. На этом фоне им- 
льной нервной системы, не могут 
пластинки и возбуждение мыш- 
возбудимой и перестает сокра- 
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Действие антихолинэстеразных веществ н 
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Таблица 22 


а нервно-мышечную 
данным) 























Мышца | ОР: Эффект Автор 
| | | 
] = Кошка 
Диафрагмальная | ТЭПФ 10,45] Угнетение и подавле- Роиз1аз, 
| ние сокращений Ма{пе\з, 
1952 
Передняя берцовая » 1,0 | Утрата способности Егейг!Кззоп, 
сохранять тетанус. 1957 
ПАМ-2  антагонизиру- 
ет с эффектом ТЭПФ 
Четырехглавая > 0,1 | Тетаническое  сокра- Вго\ги её а!., 
щение в ответ на еди- 1957 
| ничный стимул 
» » 0,2 | Угнетение и подавле- Свете! ©! 
| ] 
ние сокращений а!., 1949 
» > 40 | 4-Тубокурарин снима- Роия1аз, Ра- 
ет как возбуждающее, | 01, 1954 
так и парализующее 
действие 
Икроножная ДФФ [15,0] Утрата способности МсМатага 
сохранять тетанус еЁ а[. 1954 
Диафрагмальная Зарин |0,2 | Угнетение и подавле- Вгоугп_ей а1., 
ние сокращений. Утра- 1957 
та способности сохра- 
нять тетанус 
Икроножная > 0,2 | Синергизм с сукци- Кипке! е{ а!., 
нилхолином и антаго- 1956 
низм с 4-тубокурари- 
ном и ПАМ-2 
Передняя берцовая > 0,3 | Утрата — способности Нойпез, Ко- 
сохранять тетанус. Ан- | 118, 1955 
тагонизм с ПАМ-2 
Икроножная Табун |0,8 | Угнетение и подавле- Вго\уп её а1., 
ние сокращений. Анта- 1957 
гонизм с ПАМ-2 
Передняя берцовая » 0,01| Тетаническое  сокра- Нонизедь 
щение в ответ на еди- 1951 
ничные стимулы. Си- 
нергизм с сукцинилхо- 
лином и антагонизм с 
4-тубокурарином 
> > > 0,02 Угнетение и подавле- | Он же 
ние сокращений, утра- 
та способности сохра- 
нять тетанус. В осталь- 
ном —то же, что и в 
дозе 0,01 мг/ке р 
> > Метил- |0,02! Тетаническое — сокра- Ете@кзоп, 
фтор- щение в ответ на еди- |1957, 1958 
фосфо- ничный стимул. Анта- 
рилхолин тонизм с 4-тубокура- 
рином и синергизм с 


14 С. Н. Голиков, В. и. Розенгарт 
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Мышцы = 33 Эффект | Автор 
о И 
Передняя берцовая Метил- | 0,03] Угнетение и подавле- Ртейззот, 
фтор- ние сокращений. Ос- | 1957, 1958 | Ни 
фосфо- тальное то же, что и в т ле ив 
рилхолин дозе 0,02. ЕС отинй 
Кролик и прарина это" 
Шейная ТЭПФ Раз-| Синергизм с сукци- Го’, Тат- у Для осуш 
ные нилхолином и антаго- | тшейп, 1951 ‚ ьные коли 
низм с 4-тубокурари- ! мал вно- 
ном | ласти нер 
» ДФФ |Раз- Антагонизм с 4-тубо- | НоНиез а. 3 холинэстеразе 
ные курарином ВоЫпз, 1655 } так же как И | 
Диафрагмальная > 1—2 Утрата — способности Гапаво]т, | й ] 
с | яризации И 
| сохранять тетанус 1949 ляр 
Икроножная > 1—2 Тетанические ‘сокра- Он же | при комбинир 
щения в ответ на еди- декаметония ( 
\ ничные стимулы, утра- | ; 
та способности сохра- } потенциал кон 
нять тетанус вать деполяри 
, Передняя большебер- > 1—2 То же, что и на икро- » ›» Антихолин 
цовая ножной мышце 
Диафрагмальная Зарин |0;03| Тетаническое сокра- МУ цевь, 1954, ляризующих + 
щение в ответ на еди- |ОеСап4о! её ным антикура 
ничные стимулы, утра- | а|., 1953 1 Только по отн. 
та способности сохра- об 
нять тетанус добным веще 
Икроножная Паратион' 7| Утрата способности | Рошгпе!, ! 1959; М. ДА 
сохранять тетанус. Ан- 1957 | (М. Д.М > 
тагонизм с ПАМ-2 п ` зашк‹ 
> Эндотион| 12 | То же, что и с пара- Он же | римера прив 
тионом | ерином к 
| а 
Крыса я Антихоль 
217МУ |0,05\ Тетаническое  сокра- | Зсваишапи, Деполяри | 
щение в ответ на еди- 1958 НИЯ, о Г 
ничный стимул Дей М м 
> 0,1 | Угнетение с подавле- | Он же Ствия. В-& 
Диафрагмальная нием сокращений МИНЭсте 
217АО |0,5 | Тетаническое сокра- »›» 7 Торам Разных 
щение в ответ на еди- 1 сит ОЖет 
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щаться. 4-Тубокурарин неё вызывает деполяризации концевой 
пластинки, но блокирует место действия ацетилхолина (рецеп- 
тор), в результате чего последний перестает вызывать деполяри- 
зацию, необходимую для возникновения возбуждения, хотя мыш- 
цы полностью сохраняют способность к возбуждению, а выде- 
ление ацетилхолина из нервных окончаний не прекращается. 
Если в случае действия декаметония потенциал двигательной 
пластинки является избыточным, то после воздействия 4-тубо- 
курарина этот потенциал слишком мал. 

Для осуществления нормальной передачи необходимы опти- 
мальные количества ацетилхолина. Накопление последнего в об- 
ласти нервно-мышечного синапса в результате воздействия анти- 
холинэстеразных веществ или по другим причинам приведет, 
так же как и в случае действия декаметония, к длительной депо- 
ляризации и неизбежному блоку. В то же время очевидно, что 
при комбинированном применении действие антихолинэстераз и 
декаметония будет взаимно усиливаться. О-тубокурарин, снижая 
потенциал концевой пластинки, напротив, может противодейство- 
вать деполяризации, вызываемой декаметонием. 

Антихолинэстеразные вещества, действующие по типу депо- 
ляризующих нервно-мышечных блокаторов, обладают выражен- 
ным антикурарным действием. Это действие установлено не 
только по отношению к самому кураре, но и к другим курарепо- 
добным веществам — например, диплацину (И. В. Комиссаров, 
1959; М. Д. Машковский и А. И. Брискин, 1952) и квалидилу 

(М. Д. Машковский и Ф. Садритдинов). На рис. 30 в качестве 
примера приведена кимограмма, иллюстрирующая снятие про- 
зерином курарного действия квалидила. 

Антихолинэстеразные вещества усиливают действие на мыш- 
цу деполяризующих веществ. Это касается не только декамето- 
ния, о чем мы уже говорили, но и других веществ подобного 
действия. В отдельных случаях потенцирующий эффект антихо- 
линэстеразных веществ по отношению к некоторым деполяриза- 
торам может быть объяснен и другим механизмом. Это отно- 
сится к таким деполяризующим агентам, которые сами гидроли- 
зуются холинэстеразой, в связи с чем их эффект в организме 
чрезвычайно непродолжителен. К таким веществам относятся 
дихолиновые эфиры амида-дикарбоновых кислот — например, 
дитилин (диацетилхолин, сукцинилхолин). Пролонгирование 
действия дитилина может иметь и практическое значение — в 
частности, в хирургической практике (С. М. Зольников, 
_Н. Ф. Мистаконуло, 1960). По Бенвенисту и Дирбергу (Вепуе- 
пе, ОугБего, 1962), совместное применение антихолинэстераз- 
ного вещества тетрагидроаминоакридина с дитилином позволило 
уменьшить необходимую для расслабления мускулатуры дозу 
последнего с 9,68 мг/мин до 2,35 мг/мин. 
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Антикурарное действие эзерина и других антихолинэстераз. 
ных веществ легко объяснить угнетением ее Одна- 
ко до тех пор, пока в 1949 г. Блажко и др. ( 1а3с со еЁ а1.) не 
опубликовали свои данные о существовании четкой зависимости 
между этими эффектами, эта точка зрения оспаривалась: Авто- 
ры изучали два показателя: [во (логарифм с величины 
концентрации, ингибирующей холинэстеразу на 50%) и рр-20 
(логарифм обратной величины той концентрации ингибитора, 
которая при совместном применении с убокурарином соответ. 
ствовала торможению сокращений на 20%). Статистический 


мии 441113 


041653 прозерин 


Рис. 30. Антагонизм прозерина с квалидилом 
(М. Д. Машковский, Ф. Садритдинов, 1962). 


Уретановый наркоз. Сверху вниз: сокращение икронож- 
ной мышцы, отметка времени (5 сек), отметка введения 
квалидила (ОФ 1653 0,3 мг/кг) и прозерина (0,15 мг/кг). 


анализ показал, что между двумя этими показателями ДлЯ 
истинной холинэстеразы существует достоверная корреляция; 
следовательно, выраженность антикурарного действия прямым 
образом зависит от способности угнетать холинэстеразу. 

Смис, Кохен и др. (ЗтИН, СоВеп ей а|., 1952) установили до- 
стоверную корреляцию между антихолинэстеразной и антику- 
рарной активностью (на прямой мышце живота лягушки) тензи- 
лона (эдрофония) и его аналогов, а также эзерина, прозерина 
и ТЭПФ. Близкие результаты получил Хоббигер (НоБЫвег, 
1952) с эзерином и тензилоном и серией метониевых солей 
м-диметиламинофенолбензоата, -ацетата и -м-толуата. В случае 
предварительного угнетения холинэстеразы антикурарное деи“ 
ствие устранялось. 

Как показали опыты Д. С. Паскова (1958), нивалин снимает 
блокаду передачи нервных импульсов с окончаний двигательных 
нервов на поперечнополосатые мышцы, вызванную 4-тубокура* 
рином, пиролаксоном, парамионом и диплацином, т. е. веще“ 
ствами конкурентного типа действия (этот антагонизм является 
двусторонним). На основании изучения эффективности и про- 
должительности действия нивалина автор пришел к выводу о 
его практической ценности как антикурарного средства. 
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Мышечные параличи 


Некоторые фосфорорганические соединения, к которым преж- 
де всего принадлежит триортокрезилфосфат (ТОКФ), вызывают 
у людей развитие тяжелых вялых параличей, связанных с деми- 
елинизацией периферических нервов, а возможно, и белого ве- 
щества спинного мозга (нейротоксическое действие ФОС). По- 
добные состояния были воспроизведены на обезьянах, собаках, 
кроликах и цыплятах (сводку работ см. у Дэвиса — Ра\1ез, 
1963). Крысы оказались в этом отношении малочувствительны- 
ми. При пероральном введении яда ТОКФ вызывал паралич 
только у кроликов и цыплят. 

Из других антихолинэстеразных соединений способностью 
вызывать демиелинизацию обладают: [ФФ, мипафокс, диэтил* 
фторфосфат (Ваглез, Реп2, 1953) и три- (этилфенил) -фосфат 
(ЗИуег, 1960). Интересно, что мета- и параизомеры трикрезил- 
фосфата не вызывают демиелинизации (А1анаое, 1954). Со- 
гласно данным Остина и Дэйвиса (АцзИп а. Рау!ез, 1954), за- 
рин, табун, зоман и этилзарин также не вызывают демиелини- 
зации. Это же относится и к таким соединениям, как деметол, 
диазинон, ЭФН, малатион и октаметил (Рагвашм её а1., 1956). 

Паралитическое действие ТОКФ является типичным приме- 
ром неантихолинэстеразного действия фосфорорганических со- 
единений, поскольку ТОКФ не угнетает истинную холинэсте- 
разу. Кроме того, известно, что наиболее мощные ингибиторы 
холинэстеразы не вызывают демиелинизации. Попытки объяс- 
нить демиелинизацию действием ТОКФ на ложную холинэсте- 
разу также не привели к успеху, так как оказалось, что другие 
избирательные ингибиторы ложной холинэстеразы (например, 
октаметил) демиелинизации не вызывают (ПРау1зоп, 1954). 
Хайну и др. (Нше ей а|., 1956) не удалось установить сколько- 
нибудь удовлетворительной зависимости между угнетающим 
действием большого числа ароматических соединений на холин- 
эстеразы (ложную и истинную) и их способностью вызывать 
параличи. 

Несмотря на то, что не было найдено никакой определенной 
зависимости, вряд ли можно сбрасывать со счетов тот факт, что 
все вещества, вызывающие параличи, являются ингибиторами 
ложной холинэстеразы. Тем более, что именно ложная холин- 
эстераза в нервной системе связана с миелинизированными про- 
водящими путями белого вещества (Вигоеп, СВ1ртап, 1951; 
Ога, Твошрзоп, 1952) и обнаруживается в шванновских клет- 

ках миелиновых волокон (КоеЦе, 1951). 

Оставляя вопрос о роли угнетения ложной холинэстеразы 
в возникновении параличей открытым, сошлемся еще на дан- 
ные Блоха и Хоттингера (В1осв, Но теег, 1953), которые об- 
наружили, что витамином Е можно предупредить развитие па- 
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ралича, вызванного у кроликов ТОКФ. Действительно, заболе. 
вание Е-авитаминозом снижает чувствительность животных 
к паралитическому действию ТОКФ (Пгарег, 1952), но каким 
образом это можно увязать с действием ТОКФ, пока остается 
не ясным. Заслуживает также внимания предположение 


Касида и др. (Саз1а и др., 1961), согласно которому демиели. 


низирующее действие ТОКФ связано с угнетением эстераз, 
гидролизующих о-карбоновые эфиры тиамина и кортизона, в 
результате чего уменьшается содержание в организме тиамина 
и кортизона, которые существенно необходимы для образования 
миелиновых оболочек. 


ВЛИЯНИЕ НА НЕЙРО-ЭНДОКРИННУЮ РЕГУЛЯЦИЮ 


В работах Клоцша (К]о{изсВе, 1955)’ и Юнга (мае, 1957) 
было показано, что токсические дозы ФОС вызывают у крыс 
нейтрофильный лейкоцитоз, повышение уровня сахара и хлори- 
дов в крови и снижение уровня калия. Е. И. Спыну (1959) 
установила, что меркаптофос в субтоксических дозах вызывает 
у крыс снижение содержания аскорбиновой кислоты в надпо- 
чечниках. По данным С. Д. Заугольникова (1962), при отравле- 
нии животных ФОС у них наблюдается лимфопения и эозино- 
пения. Как справедливо отмечает автор, этот эффект не может 
быть объяснен антихолинэстеразным действием ФОС и харак- 
теризует не связанное с ним влияние на гипофиз-адреналовую 
систему. Об этом свидетельствует отсутствие антагонизма’ ме- 
жду ФОС и холинолитиками в осуществлении указанных 9$- 
фектов (Георгиу и др., 1959; С. Д. Заугольников, 1959) и в03- 
можность достижения лечебного эффекта в случае понижения 
функции коры надпочечников при отравлении животных ФОС 
с помощью 17-оксикортикостероидов (№пасаха, 1958). $ 

В то же время нельзя полностью исключить и возможный 
холинергический механизм регуляции гипофиз-адреналовой си“ 
стемы. По данным японских авторов (ЗЮйтаги, Зауегз, 1954), 
стимуляция холинергической области гипоталамуса приводит 
К угнетению секреции гипоталамическими ядрами гормона, яв- 
ляющегося непосредственным стимулятором секреции АКТГ. 
В то же время блокирование холинергических структур цент 
ральной нервной системы приводит к повышению уровня 
17-оксикортикостероидов в крови и усилению кортикальной акК- 
тивности гипофиза (А. Н. Поскаленко, 1957, 1958) 

С точки зрения патогенеза интоксикации ФОС угнетение ги- 
пофиз-адреналовой системы является неблагоприятным факто- 
ром, так как именно эта система обеспечивает нормальное 
функционирование защитных реакций организма, столь необхо- 


димых для борьбы с интоксикацией, 
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ВЛИЯНИЕ НА ЦЕНТРАЛЬНУЮ НЕРВНУЮ СИСТЕМУ 


Влияние антихолинэстеразных веществ на центральную 
нервную систему чрезвычайно многообразно и сложно. Оно 
охватывает самые различные отделы и функции центральной 
нервной системы, начиная от изменений деятельности спинного 
мозга и кончая нарушением высшей нервной деятельности. 
Однако далеко не все проявления центральной активности анти- 
холинэстеразных веществ изучены достаточно полно. Можно с 
определенностью сказать, что по сравнению с периферическим 
действием, которое исследовано весьма полно и углубленно, 
центральные эффекты антихолинэстеразных веществ изучены 
все еще недостаточно. Именно поэтому мы считали нужным 
влиянию антихолинэстеразных веществ на центральную нерв- 
ную систему уделить заслуженное внимание и с возможной пол- 
нотой изложить имеющиеся по этому вопросу материалы. 

Для понимания центральных эффектов любого антихолин- 
эстеразного вещества прежде всего представляется важным 
изучение его способности проникать через гемато-энцефаличе- 
ский барьер, поэтому изложение мы начинаем именно с этого 


вопроса. 


Проникновение через гемато-энцефалический барьер 


Экспериментальным путем установлено, что различные анти- 
холинэстеразные вещества могут значительно отличаться друг 
от друга по степени проникновения из крови в мозг. Наиболее 
отчетливые различия были обнаружены между третичными и 
четвертичными соединениями. 

Так, например, эзерин легко проникает через гемато-энцефа- 
лический барьер, в то время как содержащий четвертичный 
азот прозерин в обычных дозах, по-видимому, вовсе не прохо- 
дит через барьер, и только при введении его в больших дозах 
заметные количества проникают в мозг. Превращение веществ 
группы эзерина в четвертичные соединения (йодметилирова- 
ние) приводит к ослаблению центрального действия (Зсб\ей- 
ег, З{едтапи, \/иеь, 1939). 

Различия в центральных эффектах эзерина и прозерина, свя- 
занные с неодинаковой способностью проникать через гемато- 
энцефалический барьер, представлены в табл. 23. - 

Более подробно вопросы проникновения антихолинэстераз- 
ных веществ через гемато-энцефалический барьер изучены на 
примере ФОС. 

Так, Я. С. Смусин (1957) показал, что сульфониевый ана- 
лог изосистокса (метилсульфометилат) значительно слабее 
угнетает холинэстеразу мозга по сравнению с действием самого 
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Таблица й 


Сравнительная характеристика некоторых центральных эффектов ззерин. 
прозерина при их внутривенном введении Бе: 


Место действия и эффект 





о 


Эзерин Прозерин 





Спинномозговые реф- 
лексы 
Клетки Реншоу 


Дыхательный центр 
Сосудодвигательный 
центр 


Стабилизация ацетил- 
холина в мозгу 





ААА 





Мозг дЭритроцито Со Воротке 


Рис. 31. Влияние препа- 
рата Ш-68 и его метил- 
сульфометилата (Ш-69) 
на активность  холин- 
эстеразы мозга, эритро- 
цитов и сыворотки бе- 
лых крыс (Ю. С. Каган, 
1962). 


Препараты вводились внутри- 
брюшинно в дозе, равной ЛДь. 
толбики: с горизонтальной 
штриховкой — Н1-68; с косой -— 
11-69; белые — контроль. 


Сильное действие Слабый эффект 
Значительное удлинение Отсутствие или 
разрядов, вызывание спон- | слабый эффект 
танных разрядов 
Выраженный эффект Слабый эффект 
Подъем кровяного давле- Отсутствие 
ния центрального происхо- | эффекта 
ждения 
Изменение ЭЭГ (реакция То же 
пробуждения) 

Увеличение содержания аце- 
тилхолина в мозгу 


Количество аце- 
тилхолина в мозгу 
не изменяется 





изосистокса. Такой же эффект был по- 
лучен при сульфометилировании других 
ФОС (Я. С. Смусин, 1958). 

Согласно данным Ю. С. Кагана 
(1962), $-(В-этилмеркаптоэтил)-диэтил- 
тиофосфинат (1-68) и его сульфониевый 
аналог (Ш-69) также сильно отличаются 
один от другого по степени проникнове- 
ния через гемато-энцефалический барьер. 
Препарат Ш-69, содержащий заряд, 
практически не угнетает холинэстеразу 
мозга, в то время как препарат Ш-68, 
лишенный заряда, полностью ингибирует 
фермент. В отношении влияния на актив- 
ность холинэстеразы эритроцитов и сыво- 
ротки крови оба препарата были равно- 
ценны (рис. 31). 

Еще более показательные данные бы- 
ли получены Э. В. Зеймаль (1962) на 
примере одного из ФОС, содержащего 
сульфониевую группы (препарат Гд-42). 
Из сравнения уровня и скорости нараста- 
ния концентрации ФОС в мышце и мозгу 
лягушки (концентрация устанавлива- 


лась по калибровочной кривой, полученной с тем же препа- 
ратом в опытах с угнетением холинэстеразы ш уЙго) видно, 
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что препарат чрезвычайно легко проникает в мышцы и почти 
совсем не попадает в мозг (проникновение в мозг отмечается 
только при значительном повышении дозы) (рис. 32). 

Аналогичный препарат, не содержащий заряда (Гд-7), оди- 
наково хорошо проникает как в мынщы, так и в мозг (Л. Г. Ма- 
газанник и И. В. Семенов, 1962). 

Наличие тяжелого жирного радикала при четвертичном 
азоте облегчает проникновение вещества в мозг. В связи с этим 
были синтезированы препараты Гд-107 и Гд-108. Оказалось, 
что Гд-107 беспрепятственно 
проникает в мозг, в то вре- 7 
мя как Гд-108 проникает в 0 
мозг еще хуже, чем выше- 07 
упомянутый Гд-42 (Н.Н. Го- 006 
довиков, 9. В. Зеймаль, 
М. И. Кабачник, М. Я. Ми- 005 
хельсон, 1962). Иы 

Близкие результаты бы- 00 
ли получены Кёлле и Штей- 002 
нером (КоеПе, З4етег, 1956) пу 


при сравнении распределе р 
ния ФОС, содержащих в 00! 002 063 004605 6.06007 008 009 С1уё 


своей молекуле третичный и Е ы 

четвертичный атомы азота. ис. 32. Проникновение препарата Гд-42 

И в мозг и мышцы лягушки. (Э. В. Зей- 
в этом случае соедине- маль, 1962). 

ния, имеющие положитель- На оси абсцисс — расчетные концентрации, кото- 


НЫЙ заряд, исключительно рые создались, бы при равномерном распределе- 
нии введенной дозы во всем организме; на оси 


плохо проникали из кровИ ординат концентрации, фактически найденные 
в мозг. Прохождение тех же В.МОЗУ ИВ МЫШЦВЕ- 

1—мышцы; 2 — мозг. 
препаратов через другие 


гисто-гематические барьеры 
было значительно более быстрым. Об этом можно судить 


по выраженности их эффектов на глаз, кишечник и другие 
органы. Можно, однако, допустить, что при ‘специальном сопо- 
ставлении проникновения третичных и четвертичных антихолин- 
эстеразных веществ через другие гисто-гематические барьеры 
в их действии будет обнаружена большая разница. На эту 
мысль наводят данные, полученные при исследовании некото- 
рых холинолитических препаратов, в отношении которых из- 
вестно, что третичные соединения при внутривенном введении 
вызывают более выраженный мидриаз, чем четвертичные 
(С. Н. Голиков и др., 1962), а также весьма любопытные и 
тщательные опыты Кёлле (1957, 1959) и Мак Исака и Кёлле 
(Мзаак, КоеЦе, 1959), в которых гистохимическим методом 
было показано, что ФОС, содержащее третичный азот, будучи 
введено внутривенно, угнетает холинэстеразу как вне, так и 
внутри клеток вегетативных ганглиев кошки, в то время как 
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его четвертичный аналог взаимодействует лишь с наружной 
холинэстеразой и не проникает внутрь клетки. 

Распределение в центральной нервной системе ионизирован. 
ных и неионизированных ингибиторов холинэстеразы различно 
и в случае их введения в желудочки мозга. Если липоидорас- 
творимые препараты только в первое время действуют локаль. 
но, а затем сравнительно быстро распространяются по другим 
отделам мозга, то полностью ионизированные соединения и при 
таком способе введения действуют преимущественно локально 
(ВВаже, 1958). 

Фосфорилхолины как вещества, содержащие четвертичный 
атом азота, по-видимому, плохо проникают через гемато-энце- 
фалический барьер, хотя полностью исключить возможность их 
проникновения, особенно в случае применения больших доз, по- 
видимому, нельзя (РгедгК$зоп, 1957, 1958; КоеПе, З4етег, 1957). 
При этом следует иметь в виду, что фосфорилхолины сравни- 
тельно легко проникают через другие гисто-гематические барье- 
ры (желудочно-кишечный тракт, глаз, кожа). Сопоставление 
исключительно малых смертельных доз  фосфорилхолинов 
с теми большими дозами, введение которых сопровождается 
прониканием в мозг, позволяет утверждать, что механизм ток- 
сического действия этих соединений в значительной мере, если 
не полностью, объясняется их периферическими эффектами. 

Большинство ФОС, не содержащих заряда, хорошо прони- 


кают через гемато-энцефалический барьер, однако и среди них, 
по-видимому, имеются различия. 


Как показал В. А. Печенкин (1961), такие ФОС, как фосфа- 
кол, ТЭПФ и ДФФ, хотя и не сильно, но все же отличаются 
друг от друга по способности проникать через гемато-энцефа- 


лический барьер. Гроб и Харви (СгоЬ, Нагуеу, 1958) подчерки- 
вают, что зарин, имеющий более высокий коэффициент распре- 
деления масло — вода, чем ТЭПФ, обладает более выраженным 
действием на ЦНС. Октаметил, хотя и не является ониевым 
соединением, в мозг проникает очень плохо, в то же время он 


увеличивает проницаемость гемато-энцефалического барьера 
для других соединений. 


Фроули и др. (Ега\еу е+ а1., 
мость гемато-энцефалического бар 
нических ингибиторов холинэстера 


уровня холинэстеразы мозга и не установили корреляции с тя- 
жестью симптомов. Так, у животных, получивших ДФФ, на- 
чальные явления интоксикации наблюдались при угнетении ак- 
тивности холинэстеразы мозга на 8%, в то время как паратион, 
ТЭПФ и Е-838 вызывали одинаково серьезные симптомы только 
В случае угнетения активности фермента соответственно на 20, 
51.и 26%. Авторы, сравнивая эти показатели, пришли к за- 
ключению, что степень угнетения активности холинэстеразы 
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мозга не определяет тяжести симптомов и что, таким образом, 
способность ФОС проникать через гемато-энцефалический 
барьер не ответственна за их токсические эффекты со стороны 
центральной нервной системы. 

Такой вывод можно было бы сделать, если допустить, что 
антихолинэстеразные вещества в одинаковой степени угнетают 
холинэстеразу во всех отделах центральной нервной системы. 
Однако в действительности дело обстоит иначе. 

Опыты Кёлле (КоеПе, 1957а, 19576; КоеПе М’. КоеПе С,, 
1959) и Флейшера и др. (Е1е1зВег е# а|., 1958 а, 6, в) показали, 
что угнетение холинэстеразы может быть избирательным в оп- 
ределенных структурах мозга, но это может быть обнаружено 
только соответствующим методом. Методическая ошибка Фроу- 
ли и др. (1952) состоит в том, что они сопоставляли симптомы 
токсического действия ФОС с суммарным угнетением активно- 
сти холинэстеразы мозга, в то время как необходимо было 
сравнивать угнетение холинэстеразы в отдельных клеточных 
структурах мозга с теми функциями, которые регулируются 
именно этими структурами. Само собой разумеется, что авторы 
этого и не могли сделать, так как не располагали подобными 
данными. 

К вопросу о правомочности сопоставлений угнетения актив- 
ности холинэстеразы мы еще вернемся. Здесь же, поскольку 
речь идет о проницаемости гемато-энцефалического барьера, 
важно подчеркнуть, что, по всей вероятности, его проницае- 
мость в различных отделах центральной нервной системы не- 
одинакова, и этим можно объяснить, почему одно и то же ве- 
щество в неодинаковой степени ‘угнетает холинэстеразу в раз- 
личных структурах мозга. Однако не менее важным представ- 
ляется и другой фактор, а именно — неодинаковый исходный 
уровень активности холинэстеразы в различных структурах 
мозга, что не может не сказаться на степени угнетения фер- 
мента. 

Э. В. Зеймаль (1963) показала, что угнетение холинэстеразы 
препаратом Гд-42 тем больше, чем ниже исходная холинэсте- 
разная активность данного отдела мозга. Так, в коре голов- 
ного мозга, где, по данным автора, коэффициент холинэстераз- 
ной активности составляет 86, холинэстераза оказалась угне- 
тенной на 95%, а в хвостатом ядре, где этот коэффициент почь 
ти в 30 раз выше (см. табл. 24), холинэстераза была угне- 
тена только на 23%. 

Наряду с факторами проницаемости различных участков ге- 
мато-энцефалического барьера и распределением холинэстераз 
в мозгу нельзя не учитывать и избирательность в действии са- 
мих антихолинэстеразных веществ, каждое из которых может 
проявлять большую активность по отношению к какой-то опре- 
деленной структуре мозга. 
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Холинэстеразная активность разных отделов мозга кошки в норме 
(Э. В. Зеймаль, 1963) 


Е 7 с ирески к 


Коэффициент холинэстераз- 
ной активности в рмоль-г/ 
Отдел мозга Разведение (среднее с доверительными 
границами при Р=0,05) 





Спинной мозг. 124 (114—134) 


- 1:5 
Продолговатый мозг. 1:10 256 (203—309) 
Средний мозг. 1:15 382 (344—420) 
Мозжечок 1:30 р ‹ Па. 
дро. 1:75 ре 
В = 1:5 86 (63—10) 





Отсюда следует, что на основании измерения уровня актив- 
ности холинэстеразы мозга нельзя сделать безупречных выво- 
дов о проникновении антихолинэстеразного вещества из крови 
в мозг. Гораздо более адекватными методами в данном случае 
будут являться приемы, позволяющие непосредственно опреде- 
лять количества вещества, проникшего из крови в мозг. К та- 
ким методам относится, в частности, метод введения в организм 
животных радиоактивных антихолинэстеразных соединений, но 
он почти не использовался для указанных целей. 

Определенные преимущества перед другими методами имеет 
также и метод перфузии желудочков головного мозга, полу- 
чивший большое распространение (ВраНасвагуа, Ее!аБего, 1958). 
Последний состоит в перфузии желудочков мозга кошки через 
латеральный желудочек и собирании перфузата из цистерны и 
водопровода при помощи канюли. Оказалось, что при внутри- 
венном введении эзерина и прозерина первый быстрее и в ббль- 
ших количествах (в 20 раз) проникал из крови в мозг и обна- 
руживался в перфузате (ВваНасвагуа, Ее14Ъего, 1958). 


Влияние на рефлекторную деятельность спинного мозга 


О действии эзерина и других антихолинэстеразных веществ 
на спинномозговые рефлексы накоплена большая литература. 
Она касается влияния этих веществ на спинной мозг как холод- 
нокровных, так и теплокровных животных. Данные о влиянии 
на рефлекторную деятельность спинного мозга эзерина и про- 
зерина обобщены в работах Г. Н. Сорохтина и, в особенности, 
в его монографии -«Атония нервного центра» (1961). Что ка- 
сается исследований, посвященных влиянию на спинной мозг 
фосфорорганических соединений, то они в большой своей части 
остались несистематизированными и разрозненными. Этот про- 
бел не восполнили и обзоры по токсикологии и фармакологии 
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ФОС, вышедшие в последнее время (Нопизеаф, 1959; Неа, 
1961), в которых данные о влиянии ФОС на спинномозговые 
рефлексы изложены сжато и схематично. 


Действие эзерина и прозерина 


В опытах на лягушках было впервые установлено, что э3е- 
рин повышает рефлекторную возбудимость спинного мозга 
(Воппеф, Вгешег, 1837; Г. Н. Сорохтин и Ф. Е. Позняков, 1948). 
Стимулирующее влияние эзерина на спинной мозг было под- 
лверждено в опытах со стрихнином, эффект которого усили- 
вался при введении эзерина (Г. Н. Сорохтин и М. С. Рейзен, 
1948). Действие эзерина на спинной мозг воспроизведено в опы- 
тах с изолированным кровообращением (Г. Н. Сорохтин и 
М. С. Рейзен), нанесением эзерина непосредственно на спинной 
мозг (А. А. Зубков, 1940; А. Н. Кабанов, 1947) и погружением 
спинного мозга в раствор эзерина (А. А. Кириллова, 1943). 
В болынинстве из приведенных опытов было показано, что 
с увеличением концентрации растворов эзерина наступает пара- 
биотическая фаза, сопровождающаяся возрастанием латентного 
периода рефлексов и удлинением абсолютной рефрактерной 
фазы нерва. 

Аналогичные результаты были получены и в опытах на 
теплокровных животных, с той, однако, разницей, что в них 
действие эзерина проявлялось в меньших дозах. Было, в част- 
ности, установлено, что при введении эзерина в снабжающую 
спинной мозг артерию в нем возникают кратковременные раз- 
ряды — но только в том случае, если введение эзерина произво- 
дилось в период рефлекторного или гуморального (инъекция 
ацетилхолина) возбуждения спинного Мозга (Ее1ЧБего, @гау, 
Реггу, 1953). Еще убедительнее первичный центральный меха- 
низм этого эффекта был показан в работе Бюльбринга и Берна 
(Вифише, Виги, 1941). Осуществив раздельное изолированное 
кровоснабжение спинного мозга и задней конечности собаки, 
авторы вызывали импульсацию и соответствующие движения 
мышц путем введения эзерина или прозерина в перфузионную 
систему, питающую спинной мозг. Этот эффект снимался атро- 
ПИНОМ. 

Систематическое изучение действия эзерина на спинной мозг, 
проведенное Г. Н. Сорохтиным, преимущественно на хрониче- 
ских спинальных животных, позволило прийти к выводу, что 
эзерин как липоидорастворимый препарат в малых дозах дей- 
ствует на спинной мозг экзальтационно (повышает возбуди- 
мость) и возбуждающе, тогда как большие дозы вызывают 
пессимальный эффект. : 

Ценные результаты о влиянии эзерина и прозерина на спин- 
ной мозг были получены методом регистрации скрытого периода 


22Г 














кроликов (В. В. Закусов, 1948, 1953, 
‚В этих опытах было показано, что 


са у 
времени рефлекса _ 

А, В. Вальдман, 1950, 1952) а 
эзерин и прозерин укорачивают время скрыт риода ипси- 
латерального сгибательного рефлекса, т. е. усиливают рефлек. 
торную деятельность спинного мозга. В больших дозах эффект 


был противоположный (табл. 25). 


Таблица 95 


Влияние эзерина и прозерина на скрытый период ипсилатерального 
сгибательного и перекрестного разгибательного рефлексов 
(А. В. Вальдман, 1952) 





Дозы (мг/кг) 











уменьшение | увеличение | уменьшение | увеличение 
ево скрытого периода ипсилате скрытого периода перекрест- 
рального сгибательного ного разгибательного 
] рефлекса рефлекса 
Озерная 0,02 0 0,02 0,04 
Проаерин-«:.,.. 0,01 0,02 0,005 0,01 


Близкие результаты были получены тем же методом 
Д. С. Пасковым (1958) в опытах с нивалином. 

Проведенный А. В. Вальдманом анализ приведенных в таб- 
лице данных показал, что в случае угнетающего влияния пре- 
паратов болыше страдают рефлекторные реакции, вызванные 
раздражением афферентного нерва, по сравнению с реакциями 
в ответ на раздражение пирамидных путей. Как видно из при- 
веденных в таблице доз, прозерин был несколько активнее эзе- 
рина. Однако в опытах Куртиса и Икклса (Сиг#з, Есс]з, 1958), 
в действии на клетки Реншоу были получены противоположные 
результаты. Меньшая эффективность прозерина связана в этих 
опытах с его недостаточной проницаемостью через гемато-энце- 
фалический барьер (при введении прозерина непосредственно 
в спинной мозг, т. е. минуя барьер, он был даже эффективнее 
эзерина). В случае развития гиперполяризации мотонейрона и 
| нейрона ЕН шок) эзерин оказывает бла- 

иятное действие (Г. Н. ‹ ь з 
а ( Сорохтин, 1945, 1961; М. Г. Дур 

Данные различных авторов о влиянии эзерина и прозерина 

на спинномозговые рефлексы суммированы в табл. 96. 


Действие ФОС 


им отт в изучении действия на спинномозго- 
о не тИЗОлинУстеравных веществ явились работы с 
мо кими соединениями. Изучалось действие боль- 

чества ФОС (ДФФ, ТЭПФ, паратион, фосфакол, мер- 
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Таблица 95 






Эффект 


Рефлекторная реакция 


Рип ЗИРВОТНОГО 


Влияние антихолинэстеразных вещес 


Способ введения и доза 


Вид животного 


тв на рефлекторную деятельность спинного мозг 


(сводные данные) 


Рефлекторная реакция 


Эффект 


Таблица 26 


а теплокровных животных 


Автор 


В АВА А 


0,1—0,5 мг внутривен- 
но 


Субдурально и вну- 
тривенно 


0,2—0,5 мг внутривен- 
но 

1—4 мг внутривенно 

0,1—5,0 мг внутриар- 
териально 


0,02—0,1 мг 
рально 


1.10-5—1.10-° внутрь 
мозга 


субду- 


0,2—0,3 мг/кг внутри- 
мышечно 


Децеребрирован- 
ные и спинальные 
кошки 


Собаки 


Спинальные кош- 
ки 


Децеребрирован- 
ные кошки 


Спинальные со- 
баки 


Спинальные кош- 
ки 


Спинальные кош- 
ки 


Спинальные со- 
баки 


Эзерин 


Коленный рефлекс 


Сгибательный рефлекс и ко- 
ленный рефлекс 


Разгибательный рефлекс 
Разгибательный тонус 
Коленный рефлекс 


Сгибательный и 
тельный рефлексы 


разгиба- 
Спинномозговые рефлексы 


Спинномозговой разгиба- 
тельный рефлекс, тонус пере- 
крестного спинного рефлек- 
са 


Усиление 


Усиление 
стоянно 


Усиление 


Усиление 


Ослабление 


Усиление 


Усиление 


Эсн\мецаег е{ а!., 
1937, 1939 


Мег!с, Т.а\узоп, 
1939 


И. С. Беритов и 
А. Н. Бакуридзе, 
1940 

Сама, Уйевь 
1944 

ВиЬние, Вигп, 
1941 


Сайта, 
1947 


А. Н. Кабанов, 
1947 


Мень, 


Е ыы Вы 
И А. . пру- 
ненко, 1952 и 








Способ введения и доза 


0,02—0,1 мг/кг 


Внутриартериально 
0,1—0,2 мг/кг 


Внутривенно 


0,005—0,01 мг/кг 


Внутривенно 


Внутривенно 





Вид животного 


Кролики 


Кошки 


Спинальные кош- 
ки 


Кролики 


Спинальные кош- 
ки 


Кролики 


Рефлекторная реакция 





Скрытый период’ ипсилате- 
рального сгибательного ре- 
флекса 


Скрытый период перекрест- 
ного разгибательного рефлек- 
са 


Моносинаптический разгиба- 
тельный и полисинаптиче- 
ский сгибательный рефлексы. 


Моносинаптический  сгиба- 
тельный рефлекс 
Моносинаптический — разги- 
бательный рефлекс, полиси- 
наптический рефлекс 
Моносинаптический — сгиба- 
тельный рефлекс 
Прозерин 
Скрытый период ипсилате- 


рального сгибательного ре- 
флекса. 

Скрытый период перекрест- 
ного экстензорного рефлекса 


Моносинаптический разгиба- 
тельный рефлекс, полисинап- 


тический сгибательный реф- 
лекс 


Моносинаптический 


и сгиба- 
тельный рефлекс 


Нивалин 


Скрытый период флексор-. 


ного рефлекса 


Табун 





Эффект 


Уменьшение (в ма- 
лых дозах) 


Увеличение 

(в больших дозах) 
Усиление 
Угнетение 


Усиление 


Действие 
деленное 


неопре- 


Укорочение (в ма- 
лых дозах). 


Увеличение 
(в больших дозах) 


Усиление 


Действие 


неопре- 
деленное 


Укорочение (в ма- 
лых дозах), удлине- 


ние (в больших до- 


зах) 





Продолжение 


Автор 


А. В. Вальдман, 
1952 


А. В. Вальдман, 
1952 


Тауегпег, 1954 


Наазе е!1 а1., 1957 


А. В. Вальдман, 
1952 


Наазе е! а1., 1957 


ое 


\\асхов, 
1958 


крытый. о 
ипсилате- 
Рального сгибательн 
.% ОГ д 
ме у и 
крытый период перекре. 

ст- 

мого экстензорного а 








Схклмал: 
р ъмлае коти- 












14елнэвоз ‘И ‘3 ‘чозимо1 °Н °о С] 


Внутривенно Кролики 
Внутриартериально Децеребрирован- 
5—10 т ные, декапитирован- 
ные и спинальные 
кошки 
Внутриартериально 


(малые дозы) 


Внутриартериально 
Внутривенно Спинальные кош- 
ки 
0,2 мг в спинномозго- Кошки 
вой канал 
Внутриартериально 5— Децеребрирован- 
10т ные, декапитирован- 


ные и сцинальные 
кошки 





тельный рефлекс, 
тический сгибательный реф- 


Моносинаптический разгиба- 
полисинап- 
лекс 


ТАомосивантыческквкй 
кельляьх рефлеае 


сгиса- 


Нивалин 
Скрытый период Ффлексор- 


ного рефлекса 
Табун 


Моносинаптический разгиба- 
тельный рефлекс 


Полисинаптический — сгиба- 
тельный рефлекс 
Полисинаптический — сгиба- 
тельный рефлекс 
Моносинаптический реф- 
лекс 

Положительный межсинап- 


тический потенциал спинного 
мозга 


Моно- и полисинаптический 
сгибательный рефлексы и по- 
лисинаптический разгибатель- 
ный рефлекс 


Коленный и другие рефлек- 
сы 


Сгибательный рефлекс 





Укорочение (в ма- 
лых дозах), удлине- 
ние (в больших до- 


зах) 


Снижение биопо- 
тенциалов; первона- 
чальное увеличение 
амплитуды — потен- 
циала 

При введении боль- 
ших доз — угнетение 
всех рефлексов 


Облегчение 


Угнетение 


Усиление 


Угнетение 


Усиление, в боль- 





ших дозах — угнете- 
ние 


Резкое подавление 













Д. С. Пасков, 
1958 
















Зсорипа, 1952 


Нойтиеа&, 5с08- 
1ип4, 1952 


Нопиз{еа к, 1954 


Вегпрага%, 
Зсобипа, 1953 


Наазе е{ а|., 1957 


СВеппе!з е{ а1., 
1951 


Нопамеа\, 
Зсоё1ипа, 1953 














Способ введения и доза 


Вид животного 


Рефлекторная реакция 


Эффект 


Продолжение 


а 


Автор 


о 


Внутривенно 


Внутриартериально 
0,7 мг/кг 


200 у вчетвертый же- 
лудочек мозга 


Спинальные кош- 
ки 


Децеребрирован- 
ные и спинальные 
кошки 


Децеребрирован- 
ные кошки 





ДФФ 
Моносинаптический  разги- 
бательный рефлекс 
Моносинаптический — сгиба- 
тельный рефлекс 
Полисинаптический — сгиба- 
тельный рефлекс 
Коленный рефлекс и сгиба- 


тельный рефлекс 


Спинномозговые рефлексы 


Усиление 


Усиление или осла- 


бление 
Усиление 


Усиление, большие 
дозы — подавление 


Без изменений, 
большие дозы — уг- 
нетение 


Наазе е1 а1., 1957 


СПеппе!$ е{ а|., 
1951 


Л. М. Бресткина, 
1962 


ТЭПХФ 
и 
я \ Внутриартериально Децеребрирован- Коленные и сгибательные Усиление Свеппе!5 е{ а|. 
са 0,12—0,4 мг/кг ные и спинальные | рефлексы 1951 т 
кошки 
м Паратион 
Кошки 
але рефлек- Полное подавление Егатап, Эсвае- 
Тег, 1954 
Внутривенно С й 
р и пинальные кош Моносинаптический  разги- Усиление Наазе е{ а1., 1957 
бательный рефлекс, полиси- в. 
наптический сгибательный 
Е рефлекс 
Моносинаптический сгиба- Усиление или осла- 
тельный рефлекс бление 
Фосфакол 
Внутривенно Спинальные кош- | Моносинаптический разгиба- Усиление Маазе е\ а\., 1951 


“ОТ 


КИ тельный рефлекс, полисинап- 
тический сгибательный реф- 
лекс 








Полисинаит: 
‘ически ы 
м. е рефлек. 






Зихизеаао 





Моносинаптический 

бательный рефлекс, 

маптический о 
>ефлекс 


разги- 





полиси- 
сгибательный 








Внутривенно 


*С1 


Внутривенно 
01 мг/кг—0,3 мг/кг 


0,02—0,03 мг/кг вну- 
-тривенно 


30—40 1 в четвертый 
желудочек мозга 








Спинальные кош- 
ки 


Кролики 


Кролики 


Децеребрирован- 
ные кошки 


Децеребрирован- 
ные кошки 









Моносинаит: ческий 
тельный рефлекс = 
“< Бек че 


сгиба- 








Фосфакол 


Моносинаптический разгиба- 
тельный рефлекс, полисинап- 
тический сгибательный реф- 
лекс 
Моносинаптический 
тельный рефлекс 
Скрытый период сгибатель- 
ного рефлекса 


сгиба- 


Меркаптофос 
Сгибательный рефлекс 


Пирофос 


Порог рефлекторной возбу- 
димости 


Рефлекторная 
мость 
Контрлатеральное торможе- 
ние 
Ипсилатеральное 
ние 


возбуди- 


торможе- 


Тиофос 


Полисинаптический 
тельный рефлекс 
Моносинаптический рефлекс 


сгиба- 








Усиление 


Усиление или осла- 
бление 
Укорочение 


Усиление или осла- 
бление (в зависи- 
мости от дозы) 


Уменьшение, 
в больших дозах — 
увеличение 
Падение 
Нарушено 


Без изменений 


Угнетение 


Облегчение 



































Наазе е{ а!., 1957 


И. В. Комисса- 


ров, 1957 
Ю. С. Каган, 
1961 


Л. М. Бресткина, 
1962 


Л. М. Бресткина, 
1962 


Егатапи её а|., 
1955 





Исследовались моносинаптический сгибательный и разгибатель. 
ный рефлексы, полисинаптический сгибательный рефлекс. При 
этом регистрировались величины рефлексов, скрытый период 
рефлексов, биопотенциалы спинного мозга и эфферентных 
нервов и другие показатели. Опыты ставились в различных ус- 
ловиях, с общей тенденцией к выявлению непосредственного 
влияния препаратов на спинной мозг (внутриартериальные и 
внутрижелудочковые введения веществ, перерезки мозга на 
различных уровнях). 

Все эти данные, а также результаты опытов с другими анти- 
холинэстеразными веществами суммированы в табл. 96. На 
первый взгляд, приведенный в таблице материал выглядит 
чрезвычайно пестрым. Однако более внимательное рассмотре- 
ние показывает, что несогласованность результатов многих ис- 
следований объясняется разными условиями опытов (вид жи- 
вотного, способ введения вещества, характер регистрируемых 
показателей и др.). Если же сгруппировать однотипные опыты, 
то их результаты поддаются обобщению. Так, при внутривен- 
ном введении в большинстве случаев наблюдалось усиление как 
моно-, так и полисинаптических рефлексов (величины рефлек- 
сов увеличивались, а скрытый период уменьшался). Более по- 
стоянными. эти результаты были для моносинаптических раз- 
гибательных и полисинаптических сгибательных рефлексов. 
Моносинаптические сгибательные рефлексы в части опытов 
тоже усиливались, но иногда эффект был противоположным. 
При увеличении дозы ФОС все рефлексы в большинстве слу- 
чаев угнетались. Угнетающее действие ФОС на рефлексы более 
четко обнаруживается при внутриартериальном введении пре- 
паратов. Это объясняется тем, что в таких случаях в спинной 
мозг одномоментно попадает более массивная доза вещества, 
чем при внутривенном введении; а поскольку для большинства 
ФОС, особенно таких токсичных, как табун и зарин, диапазон 
возбуждающих и паралитических доз очень узкий, то четко 
выявляется и угнетающая фаза. 

В этом отношении убедительные данные представили Холм- 
стедт и Скоглунд (Зсоб]ипа, 1952; Нопиз{е@, Зсое1ипа, 1953), 
которые установили, что табун, как правило, снижает биопотен- 
циалы моносинаптического разгибательного рефлекса и вызы- 
вает только первоначальное увеличение потенциалов полиси- 
наптического сгибательного рефлекса, которое также сменяется 
угнетением. Большие дозы табуна вызывали угнетение всех 
рефлексов. Эти эффекты во многом напоминают действие на 
спинной мозг ацетилхолина (Вегирага, Зсов1ипа, 1953). 

Для правильной оценки данных о влиянии ФОС на спинно- 
мозговые рефлексы в различных условиях опытов большое зна* 
чение имеет работа Хзасе и сотр. (Наазе её а]., 1957), которые 
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каптофос, табун, зарин и др.) в различных условиях опытов, 


и 


——=—=—=—=—=——-—— 

































ственно, пр 
зон ДОЗ, ВЫ 
(см. стр. 25 
ния и угнет 
ТОМ ДОВОЛЬЕ 
В вебе опас 
применении 
Дозировани; 


исследовали влияние различных антихолинэстеразных веществ 
(эзерина, прозерина, ДФФ, фосфакола, паратиона, табуна и 
зарина) в одинаковых условиях опытов (регистрация биопотен- 
циалов спинного мозга у спинальных кошек после внутривен- 
ного введения препаратов). В этих условиях все соединения 
вызывали усиление моносинаптического разгибательного и 
полисинаптического сгибательного рефлексов. то касается 
моносинаптического сгибательного рефлекса, то его изменения 
были непостоянными. Исключение представлял табун, который 
всегда угнетал этот рефлекс. Зарин вызывал преходящую де» 
прессию всех рефлексов. Угнетающее влияние на полисинапти- 
с ческие рефлексы характерно также для тиофоса (Егатапп, 
Расемоте. | ЗсваНег, 1954). 
МНОГИХ С. Возбуждающее действие антихолинэстераз на спинномозго- 
‚ (Вид жи. вые рефлексы используется в невропатологии. При этом, есте- 
трируеньх ственно, предпочтение отдается препаратам, у которых диапа- 
па | зон доз, вызывающих возбуждающее действие, наибольший 
нЕ (см. стр. 252). Возможность воспроизведения эффектов усиле- 
они ния и угнетения спинномозговых рефлексов различными и при- 
. | том довольно близкими дозами одного и того же вещества таит 
чы рефлек в себе опасность неприятных осложнений при их практическом 
применении и диктует необходимость тонкого индивидуального 
дозирования препаратов. 

Из вышеизложенного видно, что антихолинэстеразные веще- 
ства изменяют рефлекторные реакции в результате непосред- 
ственного влияния на спинной мозг. Однако в условиях целого 
организма эти отношения могут быть иными в связи с извест- 
ными субординационными отношениями в центральной нервной 
системе. Так, в последнее время установлено, что антихолин- 
эстеразные вещества уменьшают и укорачивают облегчающие 
и тормозные влияния, возникающие при раздражении ретику- 
лярной формации, на моносинаптические рефлексы спинного 
мозга (ВгооКз е{. а|., 1956). По мнению этих авторов, наблюдав- 
шиеся эффекты нельзя отнести за счет изменений в гемодина+ 
мике. 

Л. М. Бресткина (1961) установила, что нарушения рефлек- 
торной деятельности и координационных отношений спинного 
мозга у децеребрированных кошек под влиянием пирофоса на- 
ступают в результате воздействия на стволовую часть головного 
мозга (по-видимому, на ретикулярно-спинальные нейроны), так 
как у спинальных кошек нарушений рефлекторной деятельности 
не наблюдается. 

‚ Интересные результаты были получены Домино и др. (Ро+ 
пИло е{ а1., 1955), показавшими, что облегчение коленного реф- 
лекса, вызываемое натрий-5-этил (1, 3-диметил барбитуратом) 
связано с его действием на ретикулярную формацию, и именно 
На те ее неироны, которые участвуют в облегчении двигательных — 








рефлексов. Несмотря на то, что использованный авторами 
парат не является антихолинэстеразным веществом, эти да 
представляют интерес для понимания значения СУбордина 
ных отношений между стволовой частью мозга и спинным 
гом в осуществлении рефлекторной деятельности. 

Болышим пробелом в изучении влияния антихолинэстеразных 
веществ на спинной мозг является отсутствие убедительных дан. 
ных о роли этих эффектов в комплексе расстройств центральной 
нервной системы, возникающих при отравлении ФОС и другими 
близкими соединениями. 

Каково патогенетическое значение нарушений функциониро- 
вания спинного мозга в картине отравления антихолинэстераз- 
ными веществами; насколько избирательно их влияние на эту 
функцию и можно ли воспроизвести его без проявления дейст 
вия на другие органы в условиях клинического применения? — 
на эти вопросы экспериментальная фармакология пока не дала 
окончательного ответа. 

На первый из поставленных вопросов предположительно 
можно ответить, исходя из сопоставления доз ‘антихолинэстераз- 
ных препаратов, оказывающих влияние на спинномозговые 
рефлексы и другие функции центральной нервной системы. П10- 
скольку в большинстве случаев дозы, нарушающие рефлектор- 
ную деятельность спинного мозга, превышают дозы, вызываю- 
щие другие центральные эффекты, вряд ли правомочно говорить 
о преимущественном влиянии этих веществ на спинной мозг. 
Напротив, с большей вероятностью можно говорить о том, что 
холинореактивные системы спинного мозга менее чувствительны 
к действию антихолинэстеразных веществ по сравнению с головВ- 
ным мозгом. Известно, что из нескольких синапсов в рефлек- 
торной дуге, идущей к мотонейрону, только один является х0- 
линергическим. Кроме того, установлено, что физиологические 
концентрации ацетилхолина не оказывают влияния на моноси- 
наптические рефлексы спинного мозга (Реггу, 1956; Есез, 1957), 
а Кеннард (Сеппага, 1953) нашел, что микроинъекция ацетил- 
холина непосредственно в области мотонейронов оказывает 
очень слабое действие. Таким образом, в оценке влияния анти“ 
холинэстеразных веществ на спинной мозг по-видимому, боль 
и значение следует придавать изменению силы облегчающих 
и тормозных влияний ретикулярной формации на моносинайтИ» 


ческие рефлексы спинного мозга, нежели их непосредственному 
действию на спинной мозг. 


Механизм 


Пре. 
ННЫе 
ЦИОН- 
Мо3- 


р. (Есс1з, Бай, КокеЁзи, 1954; Есс1з К. №» 
еси Бан, 195 известно, что между коллатераль ь 
го аксона и тормозным вставочны 
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3) угнете! 
тагонизм 

Из все 
касаются 









































нейроном Реншоу имеется один синапс спинного мозга, который 
является холинергическим. Этот антидромный тормозящий путь 
получает коллатерали от двигательного нейрона переднего рога. 
Было показано, что ацетилхолин, никотин и антихолинэстераз- 
ные вещества при внутриартериальном введении возбуждают 
синапс клеток Реншоу, в то время как В-эритроидин оказывает 
противоположное действие. Этот факт был подтвержден путем 
ионофоретической инъекции ацетилхолина непосредственно в 
синаптическую щель (Сигз, Есс1з, 1958). 

Таким образом, влияние антихолинэстеразных веществ на 
рефлексы спинного мозга легко объяснить их действием именно 
на вставочный нейрон, который тормозит мотонейроны путем вы- 





тения г: деления тормозящего медиатора, природа которого неизвестна. 

и Мененииз-, В пользу антихолинэстеразного механизма нарушения спин- 

е номозговых рефлексов под влиянием эзерина, прозерина и фос- 

ока не дала форорганических веществ говорят также следующие факты: 

1) сходство в действии всех этих веществ (единый механизм); 

ложительно 2) сходство с действием ацетилхолина и его миметиками; 

элинэстераз- 3) угнетение активности холинэстеразы спинного мозга, 4) ан- 
ННОМОЗГОВЫе тагонизм с атропином. 

истемы. По Из всех перечисленных пунктов некоторые несоответствия 


касаются 3-го пункта. В ряде работ как отечественных, так и 
зарубежных авторов можно встретить упоминания об отсутствии 
прямой зависимости между степенью угнетения холинэстеразы 
и величиной соответствующего эффекта. Так, Робинзон и др. 
(КоБпзоп е{ а|., 1954) в специальном исследовании, посвящен- 
ном изучению механизма действия антихолинэстеразных веществ 
на коленный рефлекс, пришли к выводу, что, по-видимому, 
не все проявления действия ДФФ и ТЭПФ на спинномозговые 
рефлексы могут быть объяснены угнетением холинэстеразы в 
центральной нервной системе. Л. М. Бресткина установила, 
что ДФФ в дозах, вызывающих угнетение холинэстеразы 
мозга на 90%, не влияет на рефлекторную деятельность 
спинного мозга, в то время как от введения пирофоса при таком 
же уровне угнетения активности холинэстеразы наблюдаются 
отчетливые нарушения рефлекторной деятельности спинного 
мозга. Все эти данные говорят в пользу возможного непосред- | 
ственного действия антихолинэстеразных веществ на спинной | 
мозг, особенно если учесть, что наиболее четко эти эффекты | 
проявляются в больших дозах, для которых прямое действие на 
холинореактивные системы других органов доказано. | 











Влияние на лабиринтные рефлексы и рефлексы положения тела 


Лонго и Наполитано (Т.опбо а. МароШапо, 1954) показали, 
что эзерин и ДФФ у кроликов облегчают вестибулярный реф- 
лекс. Этот эффект сохраняется и У декортицированных кроли- 
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ков. Авторы полагают, что это действие связано с влиянием 
препаратов на рефлекторную дугу вестибулярно-окулярного ре- 
флекса непосредственно или через центры межуточного мозга. 
Шефер (ЗспаеЁет, 1955) нашел большое сходство в действии на 
лабиринтные рефлексы морских свинок различных антихолин- 
эстеразных веществ (эзерина, прозерина, ДФФ и тиофоса). Все 
они вызывали выпадение лабиринтных рефлексов и рефлексов 
положения тела, происходившее в одинаковой для всех соеди- 
нений последовательности. Наиболее устойчивыми по отноше- 
нию к действию антихолинэстеразных веществ оказались тони- 
ческие реакции. Это подтвердили опыты на кошках, в которых 
было показано, что реакция позы сохраняется в течение дли- 
тельного времени, несмотря на применение антихолинэстеразных 

веществ. Уайт (1956) вводил кроликам ДФФ (0,01—0,32 мг) в 

хвостатое ядро и установил, что наблюдаемые после введения 

круговые движения зависят от непосредственного действия ве- 

щества на ядро`и связаны с угнетением активности холинэсте- 

разы. Существует зависимость между угнетением активности 

ацетилхолинэстеразы мозга морских свинок табуном и степенью 

нарушения вестибулярного рефлекса (П!атапф, ЕаЦВ, 1957). 


Влияние на электрическую активность мозга 


Первые данные о влиянии антихолинэстеразных веществ на 
электрическую активность мозга относятся к 1937 г. (Воппе, 
Вгештег, 19376). Однако систематическое изучение этого вопроса 
началось лишь в пятидесятых годах, причем особенно интен- 
сивно исследовалось влияние антихолинэстеразных, как, впро- 
чем, и многих других препаратов, на ретикулярную формацию 
головного мозга, 

В настоящее время фармакология располагает достаточно 
подробными сведениями о влиянии эзерина, прозерина, галант- 
амина (нивалина), а также различных ФОС на электрическую 
активность мозга. 

Эзерин как в острых опытах, так и у интактных животных 
в бодрствующем состоянии вызывает изменения электроэнцефа- 
лограммы, напоминающие реакцию пробуждения (низкоампли- 
тудная быстрая активность). В острых опытах можно было на- 
блюдать, что этот эффект в определенной степени сохраняется 
как при перерезке ствола мозга на уровне задних бугров чет- 
верохолмия (препарат епсерпа!е 1501е), так. и при перерезке 
спинного мозга на уровне С! (препарат сегуеаи 1$0]е). Атропин 
устраняет влияние эзерина на электрическую активность мозга. 
Аналогичный эффект вызывают и другие антихолинэстеразные 

вещества, за исключением прозерина и, вероятно, других иИонНи- 
зированных веществ, плохо проникающих в мозг. 
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Эти эффекты характерны для небольших доз. Применение 
препаратов в токсических дозах сопровождается более значи- 
тельными и качественно иными изменениями. Так, тиофос в дозе 
50—100 мг/кг вызывает появление В-волн в коре головного мо3- 
та и судорожных разрядов в подкорковых образованиях (Виепз- 
ше, Егатапи, 1954). Особенно характерно появление судорож- 
ных разрядов для таких высокотоксичных ФОС, как зарин 
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Рис. 33. Влияние зарина на ЭЭГ человека (Ого е{ а1., 1956). 


@— ЭЭГ в норме; б— ЭЭГ через 2 недели после контакта с зарином. 
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(Гопво, Масптапзонп, 1960). Согласно наблюдениям Гроба 
(1956), зарин вызывает у человека изменения ЭЭГ, напоминаю- 
щие изменения при эпилепсии — нерегулярность ритма, вариа- 
бильность потенциалов с тенденцией к усилению, внезапные 
вспышки медленных волн повышенного вольтажа (рис. 33). Ха- 
рактерно, что судорожные изменения биоэлектрической актив- 
ности по мере ‘развития интоксикации ослабевают и даже исче- 
зают, хотя судороги у животных продолжаются. Е 
Наибольший интерес для характеристики изменения ЭЭГ 
представляют опыты на интактных бодрствующих животных, 
поскольку в этих условиях можно эти показатели сопоставлять 
© изменением поведения животного. Как известно, у полностью 
бодретвующего животного в состоянии настороженности можно 
наблюдать на ЭЭГ лишь быструю активность с малой амплиту- 
дой, в то время как у дремлющего животного появляются мел = 


ны 











ленные волны с высокой амплитудой и вспышки веретен. Такиу 
образом, между электрической активностью и поведением 
имеется определенная корреляция. После введения бодретвую- 
щему животному эзерина (0,1 мг/кг) электрическая активность 
становилась такой же, как у животного в настороженном состоя. 
нии, но в поведении не отмечалось никаких изменений. Только 
введение больших доз, вызывающих периферические эффекты, 
изменяло и поведение животного. 

Подобную фармакологическую диссоциацию поведения и 
ЭЭГ впервые наблюдал Уиклер (МАКег, 1952) в опытах с атро- 
ПИНОМ. 

Следует учитывать также данные о том, что, как показал 
А. Б. Коган (1958, 1962), «реакция пробуждения» не совпадает 
с общим возбуждением коры, а выражает лишь факт рабочей 
десинхронизации нейронов коры, в результате которой может 
развиться как пробуждение, так и торможение. Точно так же 
возникновение гиперсинхронных и медленных волн нельзя ото- 
ждествлять с тормозным состоянием. К аналогичному выводу 
пришел Крейндлер (1958), который не обнаружил достаточно 
постоянной зависимости между электрокортикографическими 
изменениями ЭЭГ условнорефлекторных ответов и внешне про- 
являемой условнорефлекторной реакцией. 

Изменения биоэлектрической активности, так или иначе от- 
ражающие состояние деятельности различных отделов мозга, 
могут быть использованы для выяснения точки приложения дей- 
ствия антихолинэстеразных веществ на центральную нервную 
систему. В этом отношении наибольший интерес представляют 
опыты на животных, у которых производились перерезки мозга 
на различных уровнях. 

Этот вопрос был исследован различными авторами (см. 
табл. 27), но наиболее убедительные данные были получены 
М. Д. Машковским и Р. Ю. Ильюченок (1960, 1961), показав- 
шими, что антихолинэстеразные вещества эзерин и галантамин 
вызывают активацию ЭЭГ лишь в том случае, когда с корой 
больших полушарий остается связанной хотя бы часть среднего 
мозга. На основании этих опытов, а также последующего фар- 
макологического анализа (Р. Ю. Ильюченок, Р. У. Островская, 
1962) авторы пришли к выводу, что эта активация связана с 
изменениями функционирования холинореактивных структур в 
области ретикулярной формации среднего мозга. Авторы на ос- 
новании полученного ими фактического материала отвергают 
гипотезу Бредли, согласно которой антихолинэстеразные веще- 
ства действуют не локально на ретикулярную активирующую 
систему ствола мозга, а «гораздо более диффузно» и оказывают 
влияние на механизм, не участвующий в изменении поведения 
(бодрствование и сон). Кроме того, нужно иметь в виду данные 
0б участии мускарино- и никотиночувствительных синапсов 


234 





Таблица 27 


ным) 





Влияние антихолинэстеразных веществ на электроэнцефалограмму (по литературным дан 





№зтор 


Эффект, наблюдаемый после введения препарата 


" Вид животного 


Способ введения и доза 
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Внутрикаротидно, ма- 
лые дозы 


0,1 мг/кг 


0,1 мг/кг 


Внутривенно 
0,1—0,3 мг/кг 


0,1 мг/кг 


0,1—0,3 мг/кг 


Внутривенно 
1—3 мг/кг 





Кошки, кролики 


Кролики 


Кролики и кошки 


Кураризированные 
кошки 


Кошки 


Кролики, кошки 


-оди ЭН 


энцефалограмму (по литературным 


Эзерин 


Низкоамплитудная быстрая активность 
Эффект аналогичен действию ацетилхолина, но 
более длительный 


Снижение вольтажа и учащение электроактив- 
ности 


Стойкая активация без изменения поведения 
животного. Антагонизм с действием седативных 
средств 


Реакция пробуждения, которая воспроизво- 
дится на препарате «сегуеац 1501е» и устраняет- 
ся амизилом 


Прозерин 
Отсутствие эффекта 


Отсутствие эффекта (последний проявляется 
только после введения прозерина в дозах, ока- 
зывающих периферическое действие) 


Галантамин 


, 1. Реакция пробуждения продолжительностью 
[-—21/› ч, проявляющаяся в коре одновременно 
с изменениями в нижележащих отделах мозга. 


Реакция пробуждения на «зегуеац 150{е» от 
больших доз 


Антагонизм с амизилом 





Таблица 27 
данным) 


Влияние антихолинэстеразных веществ на электро | 
Автор 


Эффект, наблюдаемый после введения препарата 


Способ введения и доза Вид животного 


Воппе*, Вгетег, 1937 


Вгешег, Спаюоппе, 
1949 

ЕипаегЬгис, Сазе, 
1951; ВБшааь Нши- 
улсв, 1955 


У/ВНе, Воазе, 1959 


М. Д. Машковский 
иР. Ю. Ильюченок, 
1961; Вгаб!у, 1962 


БипаегЬгис, 
1951 


Вга@у, 1962 


Сазе, 


М. Д. Машковский 


и Р. Ю. Ильюченок, 
1961 





Продолжение Я 











В р у У 1 
О а ОНА ОСИНА Автор (я } 
И ГУ ОО й препарата } 
й = ект, наблюдаемый после введения й 
Способ введения и доза Вид животного ффект, 
2. Облегчение реакции «следования» в ретику- ь 
лярной формации (на ритмические световые й 
импульсы) 
Нивалин о у 
. | } в, 1958 ы р 
0,1—4 мг/кг Кролики Подавление медленных волн, учащение ритма Д. С. Пасков, а 
Я и увеличение вольтажа средних и мелких волн 
по типу «реакции пробуждения» 
Усиление действия ацетилхолина на ЭЭГ 
Введение в 4-й желу- Кошки кураризи- Появление длительных веретен острых боль- Зауо141, Г.аре!, 1960 
дочек рованные ших волн типа эпилептиформных 
Изолированная Усиление судорожной активности при местном 
кора головного мозга | нанесении стрихнина на кору головного мозга, 
кролика десинхронизация 
ДФФ 
Внутривенно Кошки и обезьяны | Увеличение частоты и уменьшение вольтажа \Мезсое е{ а!., 1948 
у ЭЭГ, которое может быть предупреждено атро- 
пином и скополамином | 
й 
утриве | е 
Внутривенно 3 мг/кг Кошки Сглаживание характерной прерывистости ак- Вга4еу её а|., 1954 | 


тивности коры препаратов изолированного моз- 
га и активности в форме веретен, характерной 
& для коры мозга животного, находящегося под 
козом. Антагонизм с атропи- 


Нарушения ЭЭГ, подобные нарушениям при 


На оп 
р эпилепсии (этому соответствует ‘почти полное И 


угнетение активнос 
Диффузная десинхронизация (типа 


«реакции Е па1а1 ы 
Г пробуждения»), сходная с дей о т 
холина, но более ли Ра 


—. У———ща 





Зарин 


Внутривенно 10 уг Кураризирован- 1. Десинхронизация (картина активации), 
ные кролики сходная с действием. эзерина и эроухораии ан 


эпилепсии (этому. 
угнетение активност 


Диффузная десинх 
пробуждения»), 
холмна, но более д 
зопином. Точка м 
чзеская область 


Зарин 


Кураризирован- 1. Десинхронизация (картина активации), 
ные кролики сходная с действием. эзерина И звуковым или 


тактильным раздражениями 
2 После повторной инъекции — судорожные 1.0180 е{ а!., 1960 


разряды (быстрые волны высокой амплитуды 
200—300 ив). Антагонизм с атропином и отча- 
сти с ПАМ 


Внутривенно 10 1/кг 


ТЭПХ 


Й ОБ 
Внутривенно Собаки Уменьшение вольтажа и увеличение частоты 1пос!, Весо, 1958 
электрических потенциалов, устраняемое атро- 
пином 


Тиофос 


Внутривенно Кролики Во всех корковых отведениях выявляется ЭЭГ Риезие, Егатапи, 

низкой амплитуды (частота 4—6 кол./сек), чему | 1954 
клинически соответствуют явления возбуждения 
парасимпатической нервной системы. Вскоре по- 
являются Д-волны, вслед за которыми биоэлек- 
трическая активность ослабевает и полностью 
исчезает. Этим изменениям клинически соответ- 
ствуют судороги и аноксия. 


Нанесение на кору Кролики Судорожная активность, иррадиирующая по 
агеа зайа коре. Особенно чувствителен дыхательный центр 


Внутримышечно Кошки В-волны (кора); в филогенетически старых об- 
50—100 мг/кг разованиях мозга — судорожная активность, пе- 
реходящая на другие отделы. Большие дозы 
атропина эффективны, но только в отношении 
филогенетически старых образований, в кото- 
рых, по мнению автора, имеется холинергиче- 
ская передача. При общих судорогах атропин 
не эффективен 

















в реакции активации (Вте!!, Оппа, 1960). Надо полагать, что 
окончательное выяснение точки приложения деиствия антихо- 
линэстеразных веществ в центральной нервной системе выяс- 
нится в результате дальнейших исследований с помощью микро- 
электродной и микроинъекционной техники. Однако уже в на- 
стоящее время не вызывает сомнения факт избирательного 
влияния антихолинэстеразных веществ на холинергические 
структуры ретикулярной формации среднего мозга. Этим, од- 
нако, не отрицаются и возможные влияния-антихолинэстераз- 
ных веществ на кору головного мозга. В этом отношении за- 
служивают внимания данные Десмедта и Франкена (Резтеай 
а. Егапкеп, 1957). Авторам удавалось вызывать реакцию про- 

буждения путем внутривенного введения эзерина кошкам, у ко- 

торых предварительно был перерезан мозг на уровне согр. 

шаши!агае. В то же время они не наблюдали эффекта у декор- 

тицированных животных. Это позволило им прийти к выводу, 

что изменения ЭЭГ, вызываемые эзерином, обусловлены пре- 

имущественно его действием на кортикальном уровне и мень- 

ше — действием на ретикулярную формацию. 

Такого же мнения придерживаются и некоторые другие ав- 
торы (Масрпе, Оппа, 1963). 

При введении ДФФ ацетилхолинэстераза ингибируется в 
различных отделах мозга неодинаково: после внутривенного 
введения крысам ДФФ в дозе 1 мг/кг фермент был ингибиро- 
ван в среднем мозгу на 70%, продолговатом — на 35% и в коре 
только на 21% (\Уееаа, 1952). Аналогичные данные приводит 
Гроб и др. (1950) для человека. Факт преимущественного угне- 
тения холинэстеразы в среднем мозгу и данные о влиянии анти- 
холинэстеразных веществ на структуру этого отдела мозга, 
по-видимому, отражают известную корреляцию. В то же время 
наличие достаточно высокой активности холинэстеразы и холин- 
ацетилазы в других отделах мозга и, в частности, в коре свиде- 


тельствует о возможном влиянии этих веществ на другие от- 
делы мозга. 

Применяя избирательные ингибиторы холинэстеразы в соот- 
о дозах, Десмедт и Ла Грутта (ОРезше@ Га @гиНа, 
ее пришли к выводу, что в фармакологическом эффекте про- 

уждения большее значение имеет угнетение ложной, а не 
истинной холинэстеразы. 

Есть основания полагать, что при некоторых патологических 
о ЕЫЫ например при сотрясении мозга, происходит осво- 
ождение ацетилхолина: Этот процесс при воспроизведении его 
У животных сопровождается характерными изменениями ЭЭГ 
й , 
которые могут быть еще более усилены введением ацетилхолина 
или эзерина. Холинергический характер указанных нарушений 
дока также тем, что они могут быть устранены атро 
пином. Б пользу этого говорят и данные П. П 1 Е 

‚ П. Денисенко (1960, 
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1962) о возможности предупреждения центральными холиноли- 
тиками (амизил, метамизил) экспериментального травматиче- 
ского шока и отека мозга у животных. 

Литературные данные о влиянии антихолинэстеразных ве- 
ществ на биоэлектрическую активность мозга суммированы в 


табл. 27. 





Влияние на эффекты судорожных и наркотических ядов 


Для полноты характеристики влияния антихолинэстеразных 
веществ на центральную нервную систему следует остановиться 
на их конвульсивной активности. Известно, что большинство 
антихолинэстеразных соединений (исключение представляют 
ониевые соединения, плохо проникающие в центральную нерв“ 
ную систему) в токсических дозах вызывают сильные и продол- 
жительные судороги, накладывающие своеобразный отпечаток Е 
на всю картину отравления (см. стр. 269). Методами. электро- = 
энцефалографии, перекрестного кровообращения, внутримозго- 
вого введения веществ и другими наглядно показано, что пер- 
вичный механизм судорог состоит в непосредственном действии 
веществ на центральную нервную систему. Асфиксия, развиваю- 
щаяся вследствие бронхоспазма и других дыхательных рас- 











8 
а стройств, и нарушения кровообращения, вероятно, могут усилить 
гибиро судорожное действие ФОС, но не являются ответственными за 
м первичный механизм возникновения судорог, как это полагали 
ит Фроули и соавт. (Ега\еу ей а1., 1952). 
триво в Следует иметь в виду, что судороги неодинаково хорошо вы- 
го ий ражены у всех видов животных: наиболее отчетливо они прояв- 
И ри ляются у кошек и собак и значительно слабее у кроликов, крыс, 
М морских свинок и мышей. У лягушек ФОС судорог не вызывают. 
ея’, Резкое двигательное возбуждение при отравлении ФОС более 
‚хол | или менее быстро (в зависимости от дозы яда и вида живот- 
‚сви. ного) переходит в паралич, предшествующий гибели животных. 
ие 9 Представляют несомненный интерес данные о повышении 
ы под влиянием антихолинэстеразных веществ чувствительности 
В р животных к судорожным ядам. Установлено, что эзерин и дру- 
ий р гие антихолинэстеразные вещества усиливают конвульсии, = 
;е Щи вызываемые стрихнином (З]бзапа, 1937), пикротоксином, Е 
ай пентилентетразолом и мескалином (Ну4е её а1., 1949). Эзерин 
з ь У больных эпилепсией может вызвать изменения ЭЭГ, подобные 
неск | оенияы при рей та! (УИ Шаз, Виззе|, 1941; Гепзу, УоЙа, 
с | ь 
т р | Введение высоких доз ДФФ в сонную артерию вызывает су- 
ВИТ, | дороги (Егеедтаппи и др., 1949), которые могут быть устранены 
я И | только инъекцией значительных доз, 2—4 мг/кг, атропина или 
150 ний пентафена. Аналогичные нарушения, вызванные внутривенным 
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введением кролику ЛД. ДФФ, устраняются небольшими до- 
зами атропина. 








































На этом основании Хит (Неа, 1961) делает вывод о том, г рабю" 
что непосредственное действие ДФФ на ЦНС не играет боль- кими | 
шой роли в механизме смерти кроликов. Вряд ли, однако, с этим У: 
можно полностью согласиться, так как в случае внутривенного у Пр 
введения кроликам ДФФ центральные механизмы не были ! а 
исключены. пряже 

При введении животным больших доз антихолинэстеразных ” бильн 
веществ, превышающих 4—5 ЛД», интенсивность судорог сни- ошма 
жается и преобладают паралитические расстройства. Эти дан- По Гр 


ные находятся в соответствии с многочисленными фактами, СВИ- 


детельствующими о том, что ацетилхолин и антихолинэстераз- ое 
ные вещества в малых дозах оказывают на холинергические заты 
структуры различных органов стимулирующее, а в больших — а 
угнетающее действие. В отношении центральных эффектов это мы; ра 
было показано Марацци (Мага221) еще в 1946 г. Автор уста- волн, 1 
новил, что при введении в малых дозах ацетилхолин оказывает сией (| 
на кору стимулирующее действие, в то время как большие дозы, г Вт 
наоборот, вызывают депрессию. и подавляют эпилептиформные НИЯ ОГ 
изменения ЭЭГ, вызванные местным нанесением стрихнина. отравл. 
Вызываемый некоторыми ФОС «наркотический» эффект } скую и 
(Неа, 1961), по всей вероятности, также объясняется пара- ; у 16 6 
литическим действием больших доз. Возможны и другие меха- ‹ органи‘ 
низмы возникновения у животных слабости, нарушения коорди- вниман 
наций и повышенной чувствительности к наркотикам (наруше- СТИ — нп 
ние периферической нервно-мышечной проводимости по типу ми гал 
блока транспорта ионов Ма* через мембрану аксона). мес 
В этом отношении заслуживают упоминания следующие чере ты 
факты. Антихолинэстеразные вещества потенцируют не только ос = 
центральные, но и периферические эффекты морфина {$1аиой- ы нове | 
{ег, Сгоз$, 1940; Е!одтагк, \Мгатпег, 1955). Эзерин, прозерин и Е 
ДФФ усиливают эффекты как центральных депрессантов, так ЛЮДал 
и стимуляторов (С@гееп, Рау!ез, 1956). Другое объяснение «нар- В п 
котического» эффекта антихолинэстеразных веществ основы- РИмент: 
вается на данных, свидетельствующих о повышении под влия- РЕ Ча ВЫСт 
нием антихолинэстеразных веществ проницаемости гемато-энце- | ефлекс 
фалического барьера для других веществ (Сге!в, МауБеггу, 1951). | Жили р: 
| тедотор 
Влияние на высшую нервную деятельность | Не НОС 
Уже из первых описаний ядовитого действия эзерина следует, НЫ м 
что он оказывает заметное влияние на высшие функции голов- Мал Сс 
ного мозга. Харнак и Витковский еще в 1876 году указывали : Воч ых йе 
на то, что эзерин у людей вызывает резкое нарушение деятель- фл Ного 
ности центральной нервной системы и, в частности, ее высших Це “Ков 
отделов, которое в начальном периоде интоксикации выра- а Рин и 
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я в возбуждении и беспокойстве, а в последующем, в слу- 


чае тяжелого течения отравления, переходит в угнетение. По 
свидетельству одного из первых французских токсикологов — 
Рабюто, отравление эзерином у человека характеризуется та- 
кими симптомами, как безразличие («отравленный смотрит ту- 
по»), вялость, опьянение. 

При отравлении людей ФОС описаны следующие проявле- 
ния нарушения функции высших отделов головного мозга: на- 
пряженное состояние, беспокойство, испуг, эмоциональная ла- 
бильность, головокружение, бессонница или неспокойный сон с 
кошмарными сновидениями, легкая или умеренная депрессия. 
По Гробу и Харви (Ого, Нагуеу, 1958), легкое отравление за- 
рином сопровождается изменениями ЭЭГ (преимущественно в 
затылочных зонах) в виде уменьшения вольтажа, а при более 
выраженных симптомах на ЭЭГ появляются нерегулярные рит- 
мы; различие в потенциалах, периодические вспышки атипичных 
волн, подобных тем, которые наблюдаются у больных эпилеп- 
сией (медленные волны повышенного вольтажа). 

В последнее время в литературе стали появляться сообще- 
ния о психических расстройствах улиц, перенесших либо острое 
отравление антихолинэстеразными веществами, либо хрониче- 
скую интоксикацию. Так, Герсон и Шоу (@егзВоп, ЗВа\м, 1961) 
у 16 больных, подвергшихся длительному воздействию фосфор- 
органических инсектицидов, обнаружили нарушения памяти и 
внимания, причем у семи больных развилась депрессия, у ше- 
сти — шизофренический психоз с бредовыми идеями и слуховы- 
ми галлюцинациями. Нарушения психики длились не менее 
6 месяцев после прекращения контакта с ФОС и исчезли только 
через год после начала заболевания. Авторы полагают, что в 
основе изменений психики лежит торможение холинэстеразы 
мозга. Нарушения психики при отравлении меркаптофосом на- 
блюдал и И. С. Файерман и др. (1962). 

В последнее десятилетие были предприняты попытки экспе- 
риментального изучения действия антихолинэстеразных веществ 
на высшую нервную деятельность животных методом условных 
рефлексов. Предпосылкой для постановки этих опытов послу- 
жили работы А. А. Новиковой (1940) и А. Ю. Изергиной (1949), 
В которых было изучено влияние на условнорефлекторную дея- 
тельность животных никотина и ацетилхолина — веществ, сход- 
ных по своим физиологическим эффектам с антихолинэстераз- 
ными соединениями. В опытах А. Ю. Изергиной ацетилхолин в 
Малых дозах вызывал усиление угасательного и дифференциро- 
Вочного торможения с последующим понижением условных ре- 
флексов, переходящим в запредельное торможение. С. И. Галь- 
перин и Г. Н. Кузьменко (1948) при введении собакам в кровь 
ацетилхолина (13—62 1/кг) наблюдали снижение величины ус- 
ловных рефлексов. Восстановление высшеи нервной деятельно- 
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сти наступало только через 5 дней. Близкие = я 
получены и с антихолинэстеразными а опытах Фун- 
денбрука и Кейса (РипаегЬгиск, Сазе, 1947) эзерин в дозах 
0,06—0,25 мг/кг вызывал нарушения условнорефлекторной дея- 
тельности у животных. При введении животному вещества в 
небольших дозах наблюдалось некоторое усиление рефлекса, 
увеличение дозы приводило к торможению и выпадению рефлек- 
сов. Э. Н. Попова (1961) установила, что эзерин в дозе 
0,01 мг/кг укорачивает латентные периоды двигательных услов- 
ных рефлексов у крыс, а в больших дозах угнетает рефлексы. 

Д. С. Пасков (1958) изучал действие нивалина на условные 
рефлексы у крыс в лабиринте. Полученные им данные показы- 
вают, что нивалин в дозах 0,5—2 мг/кг усиливает процессы воз- 
буждения (укорочение скрытого. периода и времени побежки). 
Отрицательный условный рефлекс в большинстве случаев рас- 
тормаживался. Большие дозы нивалина (3—10 мг/кг) приво- 
дили к нарушению высшей нервной деятельности крыс, выра- 
жавшемуся в частичном или полном выпадении условных ре- 
флексов. Эти нарушения длились около 2 ч, после чего стерео- 
тип условных рефлексов постепенно восстанавливался. Нивалин 
(2 мг/кг) устранял нарушения условных рефлексов, вызванные 
атропином в дозе 5 мг/кг. 

В отличие от эзерина и нивалина, прозерин, содержащий че- 
твертичный азот, в сопоставимых дозах не влияет на высшую 
нервную деятельность животных. Это следует из опытов на 
крысах и собаках, проведенных в лаборатории М. Я. Михельсо- 
на (М. Я. Михельсон, Н. В. Саватеев, 1953; Е. К. Рожкова и 
Н. В. Саватеев, 1954; М. Н. Линючев и Н. В. Саватеев, 1954). 
В то же время было установлено, что прозерин ослабляет или 
устраняет нарушения высшей нервной деятельности, вызванные 
атропином или пентафеном у человека и животных. Объяснение 
этого факта, вероятно, нужно искать в существовании четкого 
периферического антагонизма между прозерином и холинолити- 
ческими препаратами. Кроме того, прозерин усиливает действие 
на высшую нервную деятельность ацетилхолина (Г. Н. Сметан- 
кин, 1957). Поскольку в применяемых автором дозах прозерин 
не проникает из крови в мозг, можно допустить, что этот эф- 
фект связан с накоплением и стабилизацией ацетилхолина в 
крови. 

Данные о влиянии на высшую нервную деятельность фосфор- 
органических антихолинэстеразных соединений изложены почти 
исключительно в работах отечественных авторов. Е. И. Спыну 
(1957) изучала действие тиофоса и карбофоса на двигательные 
пищевые условные рефлексы у кошек. Оба соединения при пер- 
оральном введении субтоксических доз вызывали однотипные 
изменения: через 3 ч после введения препаратов наблюдалось 
удлинение скрытого периода и времени побежки (изменения по 
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типу наркотической фазы). Интересно отметить, что Во всех 
случаях снижения активности холинэстеразы сыворотки крови 
не отмечалось. 

Ю. С. Каган (1960 а,б) исследовал влияние на высшую нерв- 
ную деятельность меркаптофоса. Кратковременное увеличение 
показателей условных рефлексов ‘наблюдалось при введении 
меркаптофоса в дозе 0.25 мг/кг, которая оказалась пороговой. 
Увеличение дозы до 1 ме/кг привело к более значительным на- 
рушениям условнорефлекторной деятельности, которые, так же 
как и в опытах Е. И. Спыну, протекали обычно по типу нарко- 
тической фазы. В отдельных случаях наблюдалась парадоксаль- 
ная фаза. При более сильных воздействиях отмечалось выпаде- 
ние условных рефлексов на отдельные раздражители. 

Нарушения условнорефлекторной деятельности следует отне- 
сти к весьма чувствительным показателям токсического дей- 
СТВИЯ ФОС, что может иметь практическое значение для отра- 
ботки в токсикологических лабораториях чувствительных биоло- 
тических тестов для установления минимально действующих ко- 
личеств ФОС. В этом отношении представляют интерес данные 
Е И. Спыну (1957) о воздействии малых концентраций паров 
меркаптофоса на кошек. Меркаптофос в концентрациях 0,4— 
0,8 1/л при однократном 4-часовом воздействии не вызывал из- 





ий Че менений условных рефлексов. Пороговой оказалась концентра- 
исшую ция 1 4/1, которая вызывала кратковременное понижение услов- 
ов На норефлекторной реакции на свет, выраженное особенно в конце 
ельсо- стереотипа. В более высоких концентрациях (2—4,5 4/л) мер- 
‚ова 1 каптофос вызывал отчетливые изменения условных рефлексов, 
1954). особенно у животных с неуравновешенным типом высшей нерв- 
‚т ви ной деятельности. При этом у животных не было отмечено дру-` 
аиные гих признаков интоксикации, которые возникали только при уве- 
нение личении концентрации меркаптофоса приблизительно в три раза. 
КОГО В этом случае у животных наблюдались резкие нарушения выс- 
5 тй- шей нервной деятельности (полное выпадение условных рефлек- 
оли не сов, выпадение натурального пищевого рефлекса). 
А Согласно данным Н. К. Стацек (1962), при повторных вве- 
ет дениях меркаптофоса нормализация условных рефлексов на 
вер". : блюдается при продолжающемся воздействии на организм ма- 
т СЯ лых доз яда, вызывающих прогрессирующее понижение актив- 
да Е. ности холинэстеразы (рис. 34). Аналогичную картину наблюда- 
ла Калойнова-Симеонова (Ка1ооуа-Зипеопоуа, 1961) в опытах 
сб на крысах, отравленных хлортионом. Эти интересные наблюде- 
ой ния свидетельствуют о возможности адаптации организма к во3- 
сивй) действию малых доз антихолинэстеразных веществ (см. стр. 281). 
ые В данном случае можно допустить «приспособление» корковых 
Л не" клеток к функционированию в условиях избыточного содержа- 
уй вне ния ацетилхолина. Это объяснение кажется тем более вероят- 
иное ным, если иметь в виду большую пластичность корковых функ- 
а } 16* 243 
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ного уровня ацетилхолина за счет его еСтРеННОР 5 
каким-либо иным путем, помимо р а 2 р - 
в частности, его связывание белками (С. Н: в. р е- 
дорчук, 1959). В оценке действия малых доз Н в 
нервную деятельность следует учитывать, кроме того, оЖ- 
ность их положительного влияния. Так, согласно данным 
Н. В. Саватеева (1957), фосфакол в дозе 0,1 мг/кг, Я нИ- 
котину и ареколину, ускоряет образование двигательных оборо 
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Рис. 34. Изменение активности холинэстеразы эритроцитов сыворотки и 
условнорефлекторной деятельности кошки при однократном введении метил- 
меркаптофоса в желудок в дозе 10 мг/кг (Н. К. Стацек, 1962). 


Столбики: с косой штриховкой — реакция на зуммер; с гиризонтальной штриховкой — реакция 

на свет; темные — дифференцировочное торможение; /—латентный период; 2 — время пере- 

бежки. Сплошная линия — активность холинэстеразы эритроцитов; пунктирная линия — сыво- 
ротки, 


нительных условных рефлексов у мышей и усиливает дифферен- 
цировочное торможение. Положительное влияние малых доз 
ФОС на условные рефлексы сказывается прежде всего в уси- 
лении процессов дифференцировочного торможения. Это выте- 
кает из опытов Ю. С. Кагана (1960) на кошках с меркаптофо- 
сом и Е. И. Спыну — с тиофосом (1953, 1957). 

Тот факт, что в опытах некоторых авторов ФОС не только 
не улучшали, но даже ухудшали выработку условных рефлексов 
в лабиринте (Р1а{, УЛеКепз, 1957) или не оказывали влияния 
на поведение крыс в лабиринте (Сво\у, Товп, 1958), вряд ли 
можно рассматривать как противоречивый, поскольку авторы, 
по всей видимости, применяли более высокие дозы веществ. 

Вообще говоря, в оценке действия различных доз ФОС на 
высшую нервную деятельность следует учитывать токсичность 
соединений. У веществ, обладающих сравнительно невысокой 
токсичностью, дозы, вызывающие нарушения высшей нервной 
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деятельности, меныне токсических. Высокотоксичные ФОС, на- 
пример табун, у которых диапазон токсических доз очень узок, 
вызывают нарушения высшей нервной деятельности только В 
субтоксических и токсических дозах. Согласно данным Г. Коте- 
ва (1959 а,б), при подкожном введении животным пороговых 
доз табуна (0,01—0,05 мг/кг) в течение 6—7 дней возбудимость 
коры мозга повышалась: укорачивался латентный период услов- 
ного рефлекса, повышался темп условнорефлекторной реакции, 
растормаживались дифференцировки. Введение ЛДу (0,1 мг/кг) 
вызывало У выживших животных длительные нарушения выс- 
шей нервной деятельности с гипнотической фазой. Позже у этих 
животных периоды заторможенности перемежались с периодами 
нормальной или повышенной условнорефлекторной деятельно- 
сти. Отравление ЛДуюо (0,2—0,3 мг/кг) прежде всего сказыва- 
лось на высшей нервной деятельности: наступало охранитель- 
ное торможение, затем уже через 8 мин развивались судороги 
и через 15—17 мин смерть. В случаях, не окончивий хся леталь- 
но, высшая нервная деятельность восстанавливалась только че- 
рез 10 дней. 

Г. Котев (1959а) при помощи оборонительной условнорефле- 
кторной методики изучал также действие табуна на высшую 
нервную деятельность собак сильного и слабого типа. При од- 
нократном введении животным табуна в дозах 0,1—0,2 мг/кг у 
собак сильного типа преобладали явления возбуждения, ау со- 
бак слабого типа — явления запредельного торможения. В по- 
следнем случае восстановительный период затягивался до 
50 дней. При введении табуна в дозе 0,3 мг/кг (ЛД) живот- 
ные слабого типа, как правило, гибли, причем в ранние сроки 
(1—2 ч после отравления); животные сильного типа либо выжи- 
вали, либо погибали в поздние периоды (через сутки). 

Резюмируя все вышеизложенное, можно заключить, что ФОС, 
во всяком случае те из них, которые были изучены, обладают 
двухфазным действием на высшую нервную деятельность в за- 
висимости от дозы. В малых дозах они усиливают дифференци- 
ровочное и угасательное торможение, а в больших — приводят 
к понижению условных рефлексов по типу наркотической фазы. 

этой связи уместно отметить, что малые дозы ацетилхолина, 
по данным А. Ю. Изергиной (1949), подобно ФОС, также спо- 
собствовали упрочению дифференцировки и облегчали угаше- 
ние условных рефлексов. Можно полагать, что небольшие дозы 

С, вызывающие умеренное угнетение холинэстеразы, способ- 
ствуют накоплению в мозгу таких количеств ацетилхолина, 
которые облегчают синаптическую передачу и тем самым спо- 
собствуют усилению процессов внутреннего торможения. 

ольшие дозы, напротив, приводят к накоплению значительных 


количеств ацетилхолина, препятствующих нормальному ходу 
Трансмиссии. 
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С этой точки зрения представляют интерес данные о суще- 
ствовании антагонизма между ФОС, а также другими антихо- 
линэстеразными веществами, с одной стороны, и холинолитика- 
ми—с другой (М. Я. Михельсон и др., 1957а и 6; Н. В. Сава- 
теев, 1957; А. Т. Селиванова, 1957, 1958). 

Тот факт, что действие фосфакола на условные рефлексы во 
многом напоминает картину, вызываемую другими антихолин- 
эстеразными и хбслиномиметическими веществами, свидетель- 
ствует об общности механизмов действия этих соединений на 
центральную нервную систему и указывает на медиаторную роль 
ацетилхолина не только в спинном мозгу и подкорковых обра- 
зованиях, но и в коре головного мозга. 

Большой интерес представляют попытки некоторых авторов 
исследовать условнорефлекторные реакции животных после вве- 
дения им антихолинэстеразных веществ непосредственно в мозг. 
Фельдберг и Шервуд (Ее@Бего, Звегуоо4, 1954), наблюдали 
за животными с хронически вживленными канюлями и Ви- 
дели, что при таком способе введения четко выявляются цен- 
тральные эффекты антихолинэстераз. С. Ф. Наумов (1948) на- 
блюдал изменения условных рефлексов у собак после субду- 
рального введения ацетилхолина. Трачек (Тгасгук, 1959) сделал 
попытку изучения условных рефлексов у собак с вживленными 
в боковой желудочек мозга канюлями. При введении ацетилхо- 
лина (10—150 1) и прозерина (5—50 мг) отмечалось увеличе- 
ние латентного периода двигательного оборонительного услов- 
ного рефлекса, секреторный рефлекс не изменялся. Автор пола- 
гает, что холинергические вещества действуют на подкорковые 
ядра (хвостатое и медиальное). 

В дальнейшем методика Фельдберга была модифицирована 
таким образом, что стало возможным вживлять канюли нено- 
средственно в различные структуры мозга (В. Д. Волкова, 
М. М. Хананашвили, 1961; А. Т. Селиванова и Н. Н. Лазуко, 
1961; Тазевак, Епагосст, 1960). 

А. Т. Селивановой и М. А. Разумовой (1963) было показано, 
что при введении через канюлю в двигательную зону коры го- 
ловного мозга эзерина в дозе 1—2 1 сразу же после микроинъек- 
ции наступали изменения пищевых двигательных условных ре- 
флексов по типу усиления возбудительного процесса с последую- 

шим переходом в торможение. В этот период действие препа- 
рата было строго локализовано областью его введения (гисто- 
химически установлено угнетение холинэстеразы только в месте 
инъекции). 

В настоящее время есть основания считать, что в осуществ- 
лении высшей нервной деятельности большую роль играет меж- 
нейронная передача, осуществляемая при помощи ацетилхоли- 
на. В дополнение к известным фактам, изложенным в соответ- 
ствующих обзорах (М. Я. Михельсон, 1957а) и свидетельствую- 
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ших о правомочности такого предположения, можно сослаться 
также на исследование В. С. Кононенко (1963). Автору уда- 
лось показать, что при действии пищевого безусловного раздра- 
жителя на одну половину слизистой оболочки рта собаки про- 
исходит достоверное снижение активности холинэстеразы в кор- 
ковых пунктах анализатора именно того полушария, со стороны 
которого действует пищевой раздражитель. Представляют также 
интерес наблюдения Крича (Кгесп, 1956) и Розенцвейга (Козеп- 
„ме, 1958), которые установили зависимость уровня активно- 
сти холинэстеразы в коре головного мозга крыс от степени вы- 
работки у них условных рефлексов. 

Можно думать, что нарушения высшей нервной деятельности, 
вызываемые эзерином, нивалином и фосфорорганическими 
соединениями, связаны с угнетением холинэстеразы мозга и 
накоплением ацетилхолина в центральных синапсах. Если это 
предположение верно, то должна быть связь между степенью 
угнетения активности холинэстеразы мозга и выраженностью 
изменений условных рефлексов под влиянием антихолинэстераз- 
ных веществ. К сожалению, таких данных в литературе нет. 
Однако имеются сведения о связи между нарушениями высшей 
нервной деятельности и унетением активности холинэстеразы 
крови, которые также могут быть использованы для рассмотре- 
ния затронутого вопроса. 

Ю. С. Каган (1961) наблюдал определенное соответствие ме- 
жду нарушениями условнорефлекторной деятельности и сте- 
пенью угнетения активности холинэстеразы периферической кро- 
ви (сыворотки и эритроцитов). Начальные нарушения условных 
рефлексов возникали при угнетении холинэстеразы на 40—60%, 
снижение активности фермента на 80—90% сопровождалось бо- 
лее выраженными расстройствами высшей нервной деятель- 
ности. 

Е. К. Стацек (1962) изучала изменения высшей нервной 
деятельности по пищевой двигательной методике у кошек под 
влиянием широко применяемого в сельском хозяйстве инсекти- 
цида — метилмеркаптофоса. Проведенные исследования показа- 
ли, что изменения условнорефлекторной деятельности возникали 
У кошек при воздействии метилмеркаптофоса в таких дозах и 
концентрациях, которые не вызывают видимых признаков от- 
равления. Наиболее чувствительным показателем, выявленным 
с помощью функциональных проб (удлинение действия диффе- 
ренцировочного раздражителя и проба на угашение положитель- 
ного условного рефлекса), является усиление процессов вну- 
треннего торможения, которое возникало при небольшом сни- 
жении активности холинэстеразы (на 15—40%). При угнетении 

активности фермента на 454 и более наступали отчетливые 
изменения условных рефлексов (удлинение времени латентного 
периода и побежки на положительные условные сигналы). 
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Прямая связь возникновения Е высшей нервной 
деятельности с определенной степенью угнетения активности хо. 
линэстеразы была обнаружена в условиях хронической интокен. 
кации крыс. Заметное торможение активности холинэстеразы 
эритроцитов и сыворотки (на 35—52%) появилось на 29—35-й 
день, и в это же время у животных возникли нарушения услов- 
норефлекторной деятельности. : 

Угнетение холинэстеразы, вызванное локальной микроинъек- 
цией эзерина в кору мозга, также сопровождается нарушения- 
ми высшей нервной деятельности (А. Т. Селиванова, М. А. Ра- 
зумова, 1963). 

Все эти факты свидетельствуют о существовании определен- 
ной зависимости между угнетением активности холинэстеразы 
и функционированием высших отделов головного мозга. Однако 
это вовсе не означает, что любые нарушения высшей нервной 
деятельности, вызываемые любыми антихолинэстеразными ве- 
ществами, нужно связывать исключительно с угнетением актив- 
ности холинэстеразы. Наличие у антихолинэстеразных веществ 
прямого действия на холинорецепторы, которое у отдельных 
представителей ФОС выражено довольно сильно, по-видимому, 
также может явиться причиной нарушений высшей нервной дея- 
тельности. Кроме того, нужно иметь в виду, что наряду с хими- 
ческими группировками, ответственными за угнетение холин- 
эстеразы, в структуре отдельных антихолинэстеразных веществ 
присутствуют самые различные группировки атомов, которые 
могут оказывать влияние на организм. Выявление этих эффек- 
тов затруднительно, поскольку неизбежно сопровождается угне- 
тением холинэстеразы. Однако все же возможны исключения. 
Так, Е. И. Спыну наблюдала нарушения условных рефлексов у 


кошек от карбофоса без какого-либо снижения активности холин- 
эстеразы крови. 


Эффекты при непосредственном введении в мозг 


В связи с тем, что в условиях опытов на целых животных 
действие антихолинэстеразных веществ на центральную нервную 
систему чрезвычайно тесно переплетается с периферическими эф- 
фектами, рядом исследователей были предприняты попытки изу- 
чения их действия при непосредственном введении в мозг. Опи- 
сание картины, возникающей у кошек при введении им в боко- 
вой желудочек мозга (через хронически вживленную канюлю) 
эзерина, приводят Фельдберг и Шервуд (Ее!АБего, ЗВег\угоод, 
1954). Сразу же после введения 10 1 эзерина кошка начала об- 
лизываться, у нее появились саливация и слезотечение. Кошка 
встряхивала ушами, часто чесалась, «умывалась», вылизывала 
лапы. При введении больших доз (до 100 1) эта довольно невин- 
ная картина сменилась нарушением походки, мышечным напря- 
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зжением, тремором, ступором, катотонией. ДФФ в таких же до* 
зах вызывал аналогичные изменения. При введении ДФФ в дозе 


200 + появились явления беспокойства и своеобразные припадки; 
увеличение дозы до 1 мг через 5 мин приводило к судорогам и 
ступору. Ацетилхолин действовал сходно с эзерином и ДФФ. 
Внутринцистернальная инъекция ТЭПФ собаке потенцирует 
учащение дыхания в ответ на стимуляцию нерва Геринга, а в 
больших дозах тормозит ее (Метц — Мей, 1958). Автор устано- 
вил зависимость этих эффектов от степени угнетения ацетилхо- 
линэстеразы вблизи от места инъекции. После инъекции ТЭПФ в 
дозе 0,116 мг/кг, когда уровень активности фермента падал до 
10% нормы, отмечалось полное торможение рефлекса. При ак- 
тивности ацетилхолинэстеразы в 40% эффект был неопределен- 
ным, а в случае сохранения активности на более высоком уров- 
не (854) отмечался четкий потенцирующий эффект. 
Определенный интерес представляют данные о влиянии анти- 
холинэстеразных веществ при их непосредственном введении в 
различные отделы мозга на некоторые рефлекторные реакции. 
Уайт (\Ке, 1956) вводил кроликам ДФФ в дозе 0,01—0,32 мг 
в хвостатое тело и наблюдал у них продолжительные круговые 
движения в сторону, противоположную введению. Это действие 
целиком зависело от действия ДФФ в месте инъекции, так как 
активность ацетилхолинэстеразы была значительно снижена 
только в нем, в то время как в противоположном хвостатом теле 
она оставалась достаточно высокой. Только с увеличением дозы 
ДФФ до 0,23—0,39 мг угнетение холинэстеразы в других струк- 
турах становилось заметным. Дозы ДФФ ниже 0,01 мг снижа- 
ли уровень активности ацетилхолинэстеразы хвостатого тела 
приблизительно до 40% исходного уровня, при этом поведение 
животного оставалось без изменений. При увеличении дозы до 
0,16 мг, когда уровень ацетилхолинэстеразы снизился до 21%, 
возникли стойкие круговые движения. Доза 2 мг была смертель- 
ной (при этом уровень активности холинэстеразы был 13%). 
Атропином можно было предупредить возникновение круговых 
движений. У животных с удаленной корой ДФФ продолжал вы- 


зывать круговые движения. ь 

Инъекции ДФФ в кору не дали подобных результатов (\УВИе 
а. Нипуяер, 1957). Следовательно, круговые движения были 
преимущественно связаны < действием на подкорку. Однако это 
не исключает участия коры В возникновении круговых движе- 
ний. Это видно из того, что при интракаротидном введении 
ДФФ существует зависимость между угнетением активности хо- 
линэстеразы в полушариях мозга и круговыми движениями В 
соответствующую сторону (Ар!оп, 1958). 

Рейтер (Вещег, 1957) вводил В мозговую цистерну собаки 
пиридостигмин и вызывал сильное психомоторное возбуждение. 
Автор наблюдал антагонистические отношения между пирило- 
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слигмином и адреналином при таком пути а 
наблюдения были сделаны Трачеком (Тгасзук, ) над соба- 
ками, которым через вживленную В боковой желудочек канюлю 
вводили 10—150 1 ацетилхолина или 5—50 мг прозерина. Оба 
вещества вызывали сгибание лапы и поворот головы в момент 
инъекции, саливацию и двигательное возбуждение; при тяжелом 
отравлении возникали судороги. Интересно отметить, что в на- 
ступлении эффектов между ацетилхолином и прозерином была 
существенная разница. Действие ацетилхолина наступало сра- 
зу и было кратковременным. Прозерин проявлял свое действие 
не сразу (оно развивалось через 10—15 мин и было сильнее, 
чем у ацетилхолина). Автор связывает эффекты ацетилхолина и 
прозерина с действием на подкорковые ядра: хвостатое и меди- 
альное. Аналогичные наблюдения были проведены Пальмером 
(РаШтег, 1959) на овцах. При введении животным в боковой же- 
лудочек мозга эзерина автор наблюдал у них повышение возбу- 

димости, расстройство координации движений, паралич мышц, 

иннервируемых некоторыми черепными нервами, повышение ре- 

ктальной температуры. Кроме того, отмечались расстройства 

дыхания. Эффект был кратковременным, и уже через 30— 

40 мин все функции восстанавливались. Те же явления вызывал 

и ДФФ, но его эффект был более продолжительным и прохо- 

дил только через 5 ч. Этот пример является хорошей иллюстра- 

цией продолжительности действия у обратимых и необратимых 

ингибиторов холинэстеразы. 

Антагонистические отношения между ФосС И атропином В 
их деиствии на центральную нервную систему были изучены 
в опытах с введением веществ непосредственно в третий желудо- 
чек мозга ненаркотизированных собак — через хронически ВЖИ- 
вленную канюлю (Е4егу, 1962): 

ТЭПФ в дозе 100 1 вызывал беспокойство, тремор, страх, а 
с увеличением дозы до 250—500 1 — рвоту, саливацию, подерги- 
вания мышц головы и повторные эпилептиформные припадки. 
Внутрижелудочковое введение атропина и в меньшей степени 
реактиваторов холинэстеразы предупреждало и частично снима- 
ло явления, вызываемые внутрижелудочковым введением ТЭПФ. 

Инъекция комбинации ацетилхолина и эзерина в гипотала- 
мус кошки вызывает ярость (Её, 1953), а у крыс — повыше- 
ние поглощения воды (@гоззшап, 1960). Микроинъекция эзери- 
на с ацетилхолином в сшеи|. роз{епог у кошек вызывает изме- 


о в половом поведении (МасГ.еап, 1955). Введение тех же 
еств в гиппокамп вызывает явления псе 
вдокатотонии (Мас- 
Геап, 1957в). 3 
Для понимания сложных и далеко еще не изученных физио- 
логических механизмов действия антихолинэстеразных веществ 
60 центральную нервную систему большое значение имеют ра- 
оты с местным нанесением ацетилхолина и антихолинэстераз 
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ных веществ на интактную и изолированную кору головного 


мозга. 
Эзерин и прозерин при нанесении на кору кошек в виде 


1%-ных растворов вызывают преходящую депрессию спонтан- 
ной электрической активности (МШег еЁ а1., 1940; Спа Неа, Бет- 
рзеу, 1942). В больших концентрациях эффект становился про- 
тивоположным (Свае!4 и др., 1954). 

В опытах на изолированной коре ацетилхолин и эзерин при 
совместном применении увеличивали амплитуду потенциалов 
(КизНапзеп, Соцг@$, 1949) и вызывали судорожный тип актив- 
ности (Ибап Шла, 1955); если же препараты вводились раздель- 
но, наблюдалась депрессия корковых ответов на электрическую 
стимуляцию. 

На основании приведенных данных в последнее время вы- 
двигается гипотеза, согласно которой в коре головного мозга 
следует различать два слоя, один из которых (поверхностный) 
ответствен за возбудительный процесс, а другой (глубокий) 
оказывает на него тормозное влияние. Полагают, что ацетилхо-. 
лин оказывает влияние как на тормозные, так и на другие ней- 

роны коры, в то время как атропин блокирует тормозные меха- 
низмы (Срае!а, Гога, 1955). 


КЛИНИЧЕСКОЕ ПРИМЕНЕНИЕ 
АНТИХОЛИНЭСТЕРАЗНЫХ ВЕЩЕСТВ 


Многогранность фармакологического действия антихолин- 
эстеразных веществ на центральные и периферические механиз- 
мы нервной регуляции таит в себе большие возможности для 
их клинического использования. И действительно, эзерин и про- 
зерин давно и с успехом применяются при таких состояниях, как 
миастения, глаукома, послеоперационная атония кишечника. При- 
мечательно, что эти традиционные рамки клинического приме- 
нения антихолинэстеразных веществ, особенно в послевоенный 
период, расширяются и получают большее научное обоснование. 
Это связано с последними достижениями физиологии и фармако- 
логии в области изучения механизма холинергической передачи 
и распространением этого механизма на большее число струк- 
тур. Так, установление роли ацетилхолина в центральной межней- 
ронной передаче дало толчок к испытанию лечебных свойств ан- 
тихолинэстеразных (как, впрочем, и других холинергических) ве- 
ществ при ряде заболеваний центральной нервной системы. Не 
меньшее значение имел и большой опыт клиницистов по исполь- 
зованию антихолинэстеразных веществ при различных заболева- 
ниях. Наконец, важным фактором явился прогресс фармацевти- 
ческой химии, благодаря Которому стал возможным синтез 


большого числа новых антихолинэстеразных веществ. 
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Сколько-нибудь подробное изложение обширных материалов 
по клиническому применению антихолинэстеразных веществ по- 
требовало бы написания специальной книги. Частично эти ма- 
териалы уже нашли отражение В монографиях и обзорах 
(Н. Н. Аносов и М. А. Розин, 1956; Н. И. Гращенков, 1946, 1948; 
Г. Н. Сорохтин и О. П. Минут-Сорохтина, 1946; Г. Н. Сорохтин, 
1961; М. Я. Михельсон и сотр., 1957), частично они суммирова- 
ны в руководствах по фармакологии и фармакотерапит 
(С. В. Аничков, М. Л. Беленький, 1956; В. В. Закусов, 1960; 
Н. В. Лазарев, 1962; М. Д. Машковский, 1962; @оодтап, @й- 
тап, 1955; ЗоЙтап, 1957; Ом, 1958; Кгапёе, Сагг, 1958). 

В рамках настоящей книги могли быть представлены лишь 
обобщенные данные по этому вопросу 

Антихолинэстеразные препараты нашли применение в невро- 
патологии (лечение миастении, парезов и параличей, невритов и 
др. заболеваний), офтальмологии (антиглаукоматозные сред- 
ства), хирургии (борьба с атонией кишечника, антикурарное 
действие), акушерстве и гинекологии (для родоускорения). 
В последнее время предпринимаются попытки применения неко- 
торых антихолинэстеразных фосфорорганических препаратов в 
химиотерапии. Каждый из перечисленных видов применения не- 
обходимо охарактеризовать более подробно. 


ПРИМЕНЕНИЕ В НЕВРОПАТОЛОГИИ 
ЛЕЧЕНИЕ МИАСТЕНИИ 


Изучение роли ацетилхолина в нервно-мышечной передаче и 
установление стимулирующего влияния антихолинэстеразных 
веществ на сократительную деятельность мускулатуры (см. 
стр. 205) было незамедлительно использовано клиникой. 

Первые же попытки применения эзерина и прозерина для 
восстановления мышечной силы у больных миастенией оказа- 
лись успешными (\/а|Кег, 1934, 1935). С тех пор в области ле- 
чения миастении накоплен большой клинический материал 
(сводку обширной литературы см., напр., у Н. Н. Аносова и 
ры в обзорах Десмедта — Резте@, 

’ о 
я ен еГ а!1., 1956, @гоЪ, 1963, Шваба и др. — 
а тоя для дечения миастении при- 
И Рращенроь. 1948), . Лоцман и Л. Б. Перельман, 1940; 

Согласно современным представлениям, возникновение миа- 
стении связано не с недостатком ацетилхолина в нервных окон- 
чаниях (из-за избытка холинэстеразы), как полагали раньше 
а со снижением чувствительности концевых мышечных пласти: 
нок К нормальным количествам медиатора, вследствие чего для 
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возникновения мышечного сокращения требуется большее коли- 
чество ацетилхолина (Рафюп, Гани, 1952; СгоЬ, Тонпз, Нагуеу, 
1956). Накопление ацетилхолина в синапсе при воздействии ин- 
гибиторов холинэстеразы приводит к повышению силы мышеч- 
ных сокращений. Мнение о том, что миастения возникает вслед- 
ствие циркуляции в крови какого-то курареподобного вещества 
(МбПег, 1954), поступающего из тимуса (\Узоп А., \\Изоп Н., 
1956), не нашло прочного экспериментального подтверждения. 
Эзерин широко используется для лечения миастении, Наряду 
с этим предпринимаются попытки изыскания более эффективных 
и менее токсичных препаратов. По данным литературы, из числа 
обратимых ингибиторов холинэстеразы наибольшего внимания 
заслуживают пиридостигмин (местинон) и некоторые бис-чет- 
вертичные соединения, из которых особенное распространение 
за рубежом получил амбеноний — мителаза (Резте4%, 1956). 

Обнадеживающие результаты были получены при лечении 
миастении следующими обратимыми ингибиторами холинэсте- 
разы: пиридостигмином (Насий, 1955), амбенонием (Пезше@, 
1956), мисюраном или \п-8077 (Ва\ушпа, 1955; Зсв\’аБ ей а|., 
1955), препаратом ВС-40 гексаметилен-бис- (М-метилкарбами- 
ноил-м-триметиламмоний) (Ра{е\узку её а|., 1955). Согласно не- 
давно опубликованным данным Б. А. Медведева (1962), 
Л. Б. Перельмана и др. (1962), положительной оценки заслу- 
живает также новый советский препарат оксазил. 

Некоторые из этих веществ действуют сильнее и длительнее 
прозерина и местинона (например, ВС-40 и его аналоги), но их 
применение ввиду значительной токсичности требует осторожно- 
сти (РафемзКу, 1959). 

Поскольку действие обратимых ингибиторов непродолжи- 
тельно и сопровождается лишь временным ослаблением симпто- 
мов миастении, естественно было ожидать, что с появлением не- 
обратимых ингибиторов этот недостаток будет ликвидирован. 
Детальное клиническое изучение действия ДФФ и ТЭПФ на 
мышечную функцию проведено Гарвеем и сотрудниками. Согла- 
сно данным этих авторов, внутриартериальное введение 1,5 мг 
ДФФ здоровому человеку вызывает резко выраженную мышеч- 
ную слабость и множество спонтанных фибрилляций. Этот эф- 
фект достигает максимума через 30—40 мин и длится до 5 дней. 
Увеличение дозы вызывает выраженный парез. Внутриартери- 
альное введение кураре конкурентно препятствует нервно-мы- 
шечным эффектам ДФФ. У миастеников ДФФ вызывает сильное 
местное возрастание мышечной силы и нормализует миограмму, 

при этом мышечных подергиваний не отмечается. Предваритель- 
ным введением прозерина можно предупредить отмеченный эф- 
фект ДФФ, что свидетельствует об антихолинэстеразном меха* 
низме действия небольших доз ДФФ на поперечнополосатую 
мускулатуру. Следует отметить, что реакция нервно-мышечных 
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приборов у здоровых людей и миастеников неодинакова. ТЭПФ, 
вызывая у здорового человека внезапное снижение мышечной 
силы (потеря способности сохранять тонус), у миастеников, на. 
оборот, приводит к постепенному ее нарастанию (рис. 35). Это 
связано с неодинаковой чувствительностью здорового и патоло- 
гически измененного нервно-мышечного прибора к ацетилхолину. 

Клинические наблюдения не выявили желательной избира- 
тельности в действии ДФФ и ТЭПФ на нервно-мышечные соеди- 
нения. Это было видно из того, что при подкожном введении 
таких препаратов у больных миастенией 
отмечались выраженные побочные явле- 
ния со стороны центральной нервной си- 
стемы и других органов. 

С синтезом октаметила эти недостат- 
ки в значительной мере были преодолены. 
Согласно данным Фроули и др. (Ега\- 
1еу её а|., 1952), при угнетении октаме- 
тилом холинэстеразы в мышцах на 93% 

0 1 246 фермент в мозгу оставался почти неиз- 
Рис. 35. Влияние ТЭПФ мененным. Это связано с тем, что окта- 
ие. тие ОВВИВ его активный метаболи 
силу руки здорового че- разующийся в организме при его пре 
ловека (сплошная линия) Вращении) не проникает через гемато- 
и миастеника (пунктир- энцефалический барьер. Клиническое ис- 
аи м а. Наг- пытание октаметила показало его высо- 

08): кую эффективность и отсутствие побоч- 

ных симптомов со стороны центральной 

нервной системы (ЗсНийтап, В14ег, 1953; Расе её а1., 1953), в 

связи с чем он стал рассматриваться как чуть ли не идеальное 
антимиастеническое средство (Агапо\г её а1., 1957). 

Однако применение октаметила, по-видимому, достаточно эф- 
фективно только в легких и умеренных по тяжести случаях. 
У пациентов с прогрессирующим тяжелым течением заболева- 
ния оно может быть даже противопоказано. 

Поскольку октаметил отличается от других ФОС большей 
избирательностью в действии на периферическую нервную си- 
стему, то в качестве средств для лечения миастении заслужи- 
вают внимания соединения типа фосфорилхолинов, однако дан- 
ных об их клиническом применении в литературе пока нет. 
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сова и М. А. Розина (1956). Особенно следует отметить большой 
вклад в эту проблему отечественных ученых, много сделавших 
для научного обоснования прозеринового метода терапии и его 
внедрения в широкую медицинскую практику (Н. И. Гращен- 
ков, Г. Н. Сорохтин и сотр.). 

Эффективность прозерина и эзерина при различных нервных 
заболеваниях неодинакова. В связи с этим представляют инте- 
рес данные Н. Н. Аносова (табл. 28) о применении этих препа- 


ратов при самых различных заболеваниях нервной системы, 
включая травматические повреждения. 


Таблица 28 


Результаты лечения прозерином и эзерином различных заболеваний 
нервной системы (по Н. Н. Аносову, 1956) 
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Из таблицы видно, что прозерин и эзерин оказались эффек- 
тивными при нарушениях функционирования как перифериче- 
ских, так и центральных отделов нервной системы. Основной ле- 
чебный эффект препаратов сводится к восстановлению функции 
отдельных нервных структур. Клинически это сказывается в вос- 
становлении (частичном, реже полном) двигательной функции, 
чувствительности, координационных отношений. Наиболее дей- 
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ственны эти средства в восстановительный период заболевания, 
при стойких остаточных явлениях они менее эффективны. 
Согласно данным отечественных и иностранных авторов, хо- 
рошим лечебным действием при ряде нервных заболеваний обла- 
дает галантамин (Н. К. Боголепов, 1953; С. С. Левин, 1953; 
Н.А. Шенк и др., 1956; 9: СгщоПа и др., 1955, и др.) и нивалин 
(Т. У. Склярова, 1962; Регпох, 1961; ВееШ, @газзо, 1962, идр.). 
Галантамин и нивалин по своей антихолинэстеразной активности 
несколько уступают прозерину, но имеют перед ним иные пре- 
имущества, а именно — обладают больщей терапевтической ши- 
ротой и преобладанием в действии на центральную нервную 
систему стимулирующих эффектов (Д. М. Пасков, 1958). Хоро- 
шие результаты при лечении антихолинэстеразными веществами 
центральных и периферических параличей наблюдал Лагор (Га- 


гог, 1955). 
В последнее время для лечения периферических и централь- 
ных параличей стали пробовать применять и фосфорорганиче- 


ские соединения. В 1951 г. М. Б. Эйдинова и Э. А. Эдельштейн 
сообщили о первых обнадеживающих результатах клинического 
испытания фосфакола. М. М. Ленкевич (1956) в опытах на жи- 
вотных, у которых вызывалось травматическое повреждение 
нерва, наблюдал после повторного введения ТЭПФ значительное 
ускорение восстановления тонуса дистальных мышц. М. М. Ша- 
рапов. (1957) рекомендовал использовать фосфакол в клинике. 

Согласно данным В. Н. Асекритовой (1962), пирофос способ- 
ствует более ускоренному восстановлению двигательных функ- 
ций при невритах лицевого и лучевого нервов, как предполагает 
автор, за счет восстановления нарушенного медиаторного об- 
мена. 

На основании имеющихся немногочисленных клинических ма- 
териалов в настоящее время нельзя сделать выводы о каких-либо 
преимуществах фосфорорганических антихолиностеразных соеди- 
нений перед эзерином, прозерином и галантамином (нивалином). 
Можно, однако, думать, что применение фосфорорганических 
веществ в нервной клинике неизбежно встретит ограничения 
из-за большей токсичности и предпочтение будет отдано хотя и 
не столь мощным ингибиторам холинэстеразы, но зато более без- 
опасным. В этом смысле наиболее перспективным, по-видимому, 
является галантамин (нивалин). 

Механизм лечебного эффекта антихолинэстеразных веществ 
при частичном или полном выпадении функции периферических 
нервов, проводящих путей спинного мозга и других нервных 
структур базируется на данных, изложенных в соответствующих 
главах. Поскольку малые дозы антихолинэстеразных веществ 
оказывают стимулирующее влияние на нервное проведение во 
всех тех структурах, где оно осуществляется при помощи холин- 
ергических механизмов, постольку от применения этих веществ 


256 





при лок 
НИИ про 
однако, 
одно ИЗ 
заболев: 
примене 
вовсе не 
структуг 
ных еди 
путей. 
антихол! 
своеобра 
званную 
тической 
При | 
рефлектс 
обращал 
обычные, 
приводит 
системы, 
чрезвыча 
зования 
этим обсл 
зерина и 
Ухудшену 
централь 
чено, что 
Мозной < 
никает В 
о проз‹ 
еннос 
ектах Н 
С этой то 































































































при локальном или распространенном выпадении или ослабле- 
нии проведения можно ожидать лечебного действия. Последнее, 
однако, нельзя рассматривать как каузальную терапию, ибо ни 
одно из антихолинэстеразных веществ не действует на причину 
заболевания. Более того, нередко положительный эффект при 
применении антихолинэстеразных веществ может наблюдаться 
вовсе не от того, что восстановлена проводимость в пораженной 
структуре, а вследствие усиления функции смежных структур- 
ных единиц и включения в процесс нервного проведения новых 
путей. В этом смысле восстановительный эффект при лечении 
антихолинэстеразными веществами можно рассматривать как 
своеобразную компенсаторную реакцию нервной системы, вы- 
званную усилением процессов, связанных с гуморальной синап- 
тической передачей. 
При рассмотрении влияния антихолинэстеразных веществ на 
рефлекторную деятельность спинного мозга (см. стр. 220) мы 
обращали внимание на то, что действие несколько больших, чем 
обычные, дозировок этих веществ вместо усиления рефлексов 
приводит к их торможению. Эта пессимальная реакция нервной 
системы, связанная с чрезмерным накоплением ацетилхолина, 
чрезвычайно нежелательна с точки зрения клинического исполь- 
зования антихолинэстеразных веществ. Может быть, именно с 
этим обстоятельством связана недостаточная эффективность про- 
зерина и эзерина при некоторых нервных заболеваниях, а также 
ухудшение процесса в отдельных случаях. При сопоставлении 
центральных эффектов эзерина и прозерина было давно подме- 
чено, что у прозерина значительно больше выражен именно тор- 
мозной компонент в действии на спинномозговые рефлексы. Воз- 
никает вопрос: не связано ли большее количество осложнений 
при прозериновой терапии именно с этой, не всегда учитываемой 
особенностью его действия? Преобладание в центральных эф- 
фектах нивалина (галантамина), стимулирующего компонента, 
с этой точки зрения должно оцениваться положительно. 


ПРИМЕНЕНИЕ ПРИ АТОНИИ КИШЕЧНИКА И МОЧЕВОГО ПУЗЫРЯ 


Способность антихолинэстеразных веществ усиливать двига- 
тельные функции кишечника (см. стр. 166) используется для пре- 
дупреждения или лечения послеоперационной атонии кишечника. 
До недавнего времени в этих целях применялся почти исключи- 
тельно эзерин и прозерин. В последнее время с успехом исполь- 
зуется галантамин (возможно также применение йодметилата 
галантамина) или нивалин. Феррара и др. (Ееггага еЁ а|., 1961) 
отметили высокую эффективность нивалина у больных с после- 
операционной атонией и отсутствие побочных эффектов. С появ- 
лением фосфорорганических соединений они тоже были испы- 
таны при послеоперационной непроходимости. По данным Квил- 
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лиама (ОцИПат, 1947), ДФФ оказался более эффективным сред. 
ством, чем прозерин или питуитрин. Р. А. Вяселов (1961) сооб- 
щил о положительных результатах лечения нибуфином больных 
в послеоперационном периоде с парезами кишечника. Нибуфин 
повышал тонус кишечника, что приводило к появлению перн- 
стальтики и стула. Эффект развивался постепенно, побочного 
действия не отмечено. 

Антихолинэстеразные вещества с успехом могут быть приме- 
нены в целях повышения тонуса мочевого пузыря при его ато- 
нии. Наряду с хорошо зарекомендовавшими себя в этом отноше- 
нии эзерином и прозерином были предприняты попытки исполь- 
зовать для этих целей новые антихолинэстеразные вещества, 
среди которых следует упомянуть бромид бензпирина, который 
превосходит по своей эффективности эзерин и к тому же яв- 
ляется менее токсичным (\Мешфешт, ВКоБег{$, 1953). 


ПРИМЕНЕНИЕ В ОФТАЛЬМОЛОГИИ 


Среди методов лечения глаукомы основное место принадле- 
жит веществам, вызывающим миоз. Длительное время для этих 
целей использовались преимущественно пилокарпин и физостиг- 
мин (РипрВу, 1949; Зснее, 1949), однако в дальнейшем были ис- 
пытаны другие миотические средства, в особенности из группы 
антихолинэстеразных веществ. Снижение внутриглазного давле- 
ния под влиянием антихолинэстеразных веществ (так же как и 
пилокарпина) обусловлено сокращением сфинктера зрачка, ко- 
торое приводит к расширению фонтановых пространств, увели- 
чению оттока внутриглазной жидкости из передней камеры глаза 
В шлеммов канал и тем самым к падению внутриглазного дав- 
ления. Некоторые авторы считают, что определенное значение в 
этом эффекте может иметь расширение сосудов глаза, которое, 
однако, не воспроизводится в условиях изолированного воздей- 
ствия на сосуды глаза (Б. М. Эйдельман, 1952). , 

Подробные сведения о влиянии фармакологических веществ 
на внутриглазное давление можно встретить в обзоре Гранта 
(Ста, 1955), однако он не включает работы советских авторов 
и, кроме того, приведенные в обзоре сведения несколько уста- 
рели. 

Из числа антихолинэстеразных средств, испытанных с целью 
снижения внутриглазного давления, необходимо упомянуть про- 
зерин и ряд фосфорорганических эфиров. Эффективность прозе- 
рина, по-видимому, не во всех случаях является Удовлетвори- 
тельной, в особенности при острых приступах глаукомы и абсо- 
лютной глаукоме (Н. Е. Волокитченко, 1959). Возможно. это 

связано с недостаточной проницаемостью для прозерина Сто 
офтальмического барьера. Это доказывается тем, что при вве- 
дении непосредственно в переднюю камеру глаза прозерин был 
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даже эффективнее эзерина (Сашрей, Зла, 1962), в то время 
как при инстилляции в конъюнктивальный мешок наблюдаются 
обратные отношения. Обнадеживающие результаты были полу- 
чены с ДФФ (П. Е. Тихомиров и О. А. Троицкая, 1952; Г.еоро!@ 
её а|., 1946, 1948, 1953) и ТЭПФ (@гапф, 1948; ТАК, ТотагеЦу, 
1952). 

Большого внимания заслуживают работы советских авторов 
в области исследования новых фосфорорганических соединений 
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Рис. 36. Нормализация внутриглазного давления правого 
глаза (4) и нормализация эластотонометрической | кри- 
вой (6) (Г. Н. Тиминская, 1962). 





рачка, К Тиофосфен вводился в разведении 1: 2000 два раза в сутки. 
ТВ, г 
еры ГИ 
го дав” в качестве средств, снижающих внутриглазное давление. В осо- 
начение бенности перспективными в этом направлении являются работы 
| которое казанских химиков, фармакологов и клиницистов, предложив- 
‚ воде" ших для медицинской практики несколько новых высокоэффек- 
го р тивных фосфорорганических препаратов. 

дес Данные об эффективности ФОС при глаукоме суммированы 
х Ве ант8 в табл. 99. 
ое Про Преимущества таких препаратов, как армин, нибуфин, дитио 
х ав ста и др., перед пилокарпином и прозерином заключаются в более 
ко выраженном и продолжительном эффекте. Важно также и то, 

до что фосфорорганические средства оказывают лечебный эффект 
сие р’ и в тех случаях, когда пилокарпин мало эффективен. 

х 9» п По данным Г. Н. Тиминской (1962), особенно эффективен 
дну О тиофосфен (рис. 36). После применения этого препарата даже 
от? ВОР, в далеко зашедших случаях нормализация внутриглазного дав- 
ой 36 ления произошла почти У половины больных, не говоря уже о 
Г 0, 2. начальных формах, при лечении которых был получен стопро- 
ой р центный эффект. 
и й * 259 
0 ой! 
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Таблица 29 


Характеристика лечебной эффективности ФОС при глаукоме 
Е (по литературным данным) 
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Наблюдение за 36 больными. 
Рекомендация совместного на- 
значения пилокарпина и фосфа- 
кола 


Наблюдение за 54 больными. 
Наиболее эффективен препарат 
в растворе 1:7,5 г. Рекомен- 
дуется в качестве заменителя 
пилокарпина и эзерина 


Назначение препарата 25 боль- 

ным показало, что препарат 
(1:5000) эффективно снижает 
внутриглазное давление (ВГД), 
уменьшает размеры слепого пят- 
на и вызывает сильный миоз. 
Длительное применение норма- 
лизует ВГД даже у тех боль- 
ных, у которых применение дру- 
гих средств было не эффектив- 
но. У ряда больных были по- 
бочные явления (сильные боли 
в глазах и головные боли) 


Применение препарата в 0,01— 

0,03%-ных растворах 1—2 раза 
в день у 19 больных с тяжелы- 
ми формами глаукомы привело 
к нормализации ВГД только в 
3 случаях. У 11 больных отме- 
чены тяжелые побочные явле- 
ния, потребовавшие отмены пре- 
парата 


При лечении 100 больных уста- 

новлено, что длительное приме- 
нение препарата в разведении 
1:5000 дает (12 больных) осло- 
жнение в виде пигментных кист, 
расположенных по зрачковому 
краю 


Из 85 больных у 49 получен 
положительный эффект (расши- 
рение поля зрения) при инстил- 
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ляции раствора 1: 5000. Побоч- 
ные явления в 10% случаев 
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При комбинированном приме- 
нении фосфакола и пилокарпи- 
нау 56 больных тяжелой фор- 
мой глаукомы в среднем в 
половине случаев получен хоро- 
ший результат. Отмечено побоч- 
ное действие 


На основании наблюдения за 
39 ‘больными делается вывод, 
что армин (0,0054%-ный раствор) 
активнее, чем фосфакол (0,02%). 
Побочные явления редки, но у 
армина чаще, чем у фосфакола 


По своему действию превосхо- 
дит пилокарпин. Компенсация 
внутриглазного давления на- 
ступила у 25 больных из 53, 
у 16 ‘была субкомпенсация, у 
9 эффекта не было и у 3 отме- 
чено незначительное повышение 
ВГД. Побочные явления (боли 
в глазном яблоке) 


Применен в концентрации 

1: 10000 25 больным с положи- 
тельным эффектом у 22. 
Компенсация внутриглазного 
давления наступила у 14 боль- 
ных. Препарат по активности 
превосходит все применяемые 
средства, за исключением фо- 
сарбина 


Положительный лечебный эф- 
фект получен У 20 из 22 боль- 





ных (преимущественно с кон- 
гестивной формой). В концен- 
трации 1:10 000—1 20000 ар- 
мин оказывает действие более 
сильное, чем 5%-ный раствор 
пилокарпина и 0,25%-ный рас- 
твор .эзерина 


При введении в здоровый глаз 
раствора 1: 3000 продолжитель- 
ность миоза 25—30 ч 

При глаукоме миоз держится 
только 2—8 ч. Компенсация ВГД. 
отмечена в 32,5% случаев, суб- 
компенсация —в 28%. Отмечено 
болеутоляющее действие и от- 
сутствие побочных эффектов 
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новаиИ. В. Заи- 
конникова, 1961; 
В. М. Крас- 
нова, 1962 
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На основании наблюдений за 
35 больными сделан вывод о 
том, что нибуфин по лечебной 
эффективности уступает фосфа- 
колу, фосарбину и армину 


В концентрации 1:5000—1: 
:10000 (масляные растворы) 
был эффективнее пилокарпина, 
эзерина, карбохолина, бензамо- 
на и фурамона. Побочного дей- 
ствия не отмечено 


При сравнении с армином ока- 
зался столь же эффективным 
(оба препарата исследованы в 
концентрации 1: 10 000) 


Проведено лечение 66 больных 

с различными стадиямн глауко- 
мы. В концентрации 1: 10 000— 
1:5000 был эффективен у боль- 
шинства больных. По активно- 
сти превосходил пилокарпин, 
фосфакол и др. миотики 


У 35 больных лучший резуль- 
тат получен при простой глау- 
коме. Нормализация ВГД в на- 
чальной стадии отмечена в 
31,6%, в развитой — в 18,24, в 
далеко зашедшей — в 25% слу- 
чаев 


На основании большого коли- 
чества наблюдений препарат ре- 
комендуется для лечения раз- 
личных форм глаукомы, особен- 


но в комбинации с другими мио- 
тиками 


Наблюдения за 40 больными 
первичной глаукомой. Закапы- 
вался масляный 0,1—0,25% -ный 
раствор 2—4 раза в день, 








Наиболее Эффективен препарат 
при простой форме глаукомы. 
Зрение Улучшилось у 20’ боль. 
ных. Препарат не вызывает по- 
бочных явлений и в некоторых 


случаях эффективнее пилокар- 
пина 


В. Я. Черняв- 
ский, 196] 


Л. Л. Усти- 


менко, 1956 


Л. Л. Усти- 


менко, 1958 


Р. Ф. Адыши- 


рин-Заде, 1960 


Н. Б. Панина, 
1960 

К. Капоу, 
1961 

3. М. Оси- 
пова, 1962 
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ТИОФОСФЕН Под наблюдением находилось Г. Н. Ти- 
50 больных. минская, 

ей Препарат применялся в кон- | 1962 

$ центрациях 1: 2000—1 : 5000. 
Нормализация ВГД произошла 
у 100% больных в начальной, у 
60% развитой и 45% больных 
далеко зашедшей глаукомой. 4 
улучшения остроты зрения от- 
мечено на 15 глазах. Побочных 
явлений не было 








Заслуживает также внимания опыт зарубежных офтальмоло- 
гов по изучению противоглаукоматозной активности нового 
мощного антихолинэстеразного препарата — бромистого деме- 
кария (декаметилен-бис-М№-метилкарбаминоил-м-триметиламмо- 
нийфенол, ВС-48, тосмилен); особенно подчеркивается продол- 
жительность действия препарата (3—4 дня) и его высокая ак- 
тивность (СЦИег, 1959; Огапсе, 1959). Хервен (Нбгуеп, 1962) 
после применения этого препарата у больных глаукомой наблю- 
дал снижение внутриглазного давления даже в тех случаях, ко- 
гда ни пилокарпин, ни диамокс не были эффективны. 

Согласно наблюдениям Маурицио (Маше, 1960), перспек- 
тивным является также фосфорорганический антихолинэстераз- 
ный препарат коралокс (диэтил-о-3-хлор-4-метил-7-кумаринил- 
фосфотионат), близкий по строению к коралю и обладающий 
продолжительным миотическим действием (до 15 4ч); однако 
данные о его лечебной эффективности отсутствуют. 


ПРИМЕНЕНИЕ В АКУШЕРСКОЙ ПРАКТИКЕ 


Стимулирующее влияние на сократительную деятельность 
матки прозерина, армина и некоторых других антихолинэстераз- 
ных веществ, принадлежащих как к обратимым, так и к необра- 
тимым ингибиторам холинэстеразы, используется в акушерской 
практике. По идее и при участии М. Я. Михельсона у нас в 
стране разработан прозериновый метод родоускорения 
(М. Я. Михельсон, 1952; 3. А. Дроздова, 1951; А. В. Савшин- 
ская, 1951; В. А. Пермская, 1955). Научное обоснование этого 
метода исходит из представлений о существовании центральных 
и периферических холинергических механизмов, регулирующих 
и осуществляющих деятельность матки, причем доказано, что в 
ско предшествующий родам, эти механизмы имеют особое 

начение, 
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Прозериновый метод родоускорения высоко эффективен 


только при слабости родовой деятельности. Если же родовая 
деятельность совершенно отсутствует, то холинергические струк-_ 


туры, участвующие в родовом акте, не тонизированы и прозерин 
оказывается неэффективным (М. Я. Михельсон). Эзерин, пред 
ложенный для ускорения родов А. И. Петченко в 1949 г., боль. 

шого распространения не получил. Е 
Обстоятельные данные, подытоживающие клинический опыт 
применения прозерина, можно встретить у 3. А. Дроздовой 
(1957). Анализ показывает 








ВА Вы оды высокую эффективность про- 
И В зеринового метода  родо- 
м ва НА ускорения (по данным ле 





нинградских клиник, 80— 
85% положительных резуль 
татов). 

Не менее благоприятные 
ЕЕ - результаты наблюдали при 
применении прозерина И. И. 
Богоров (1952), Ш. В. Ми: 
келадзе (1954), В. Г. Буто- 
мо (1952), А. М. Петров 

И Маслаков (1952), П. А. Бе- 

часы от начало райовой деятельнети ЛОошапко и А.М. Фой (1954). 
Прозерин показан глав- 

Рис. 37. Стимуляция родовой деятель- ным образом при слабой ро- 


ори АО тов ролящей довой деятельности (рис. 37), 


Е, однако его применение да- 
ошная линия — раскрытие шейки (в пальцах); 
прерывистая — число схваток за 30 мин; пунк- ет хорошие результаты и 
тирная — длительность схваток в сек, при нормальном протека- 
нии родов (ускорение ро- 
дов), а также в послеродовом периоде (уменьшение его продол- 
жительности-и кровопотерь). Особого внимания заслуживает 
применение прозерина с целью предотвращения ослабления ро- 
довой деятельности при применении обезболивающих средств, 
что послужило обоснованием для совместного применения про- 
зерина и обезболивающих средств (В. Г. Бутомо, 1952; Т. А. Ку- 
черенко, 19552; А. М. Петров-Маслаков, 1959; Ф. Э. Варшавская, 
1954; Ш; В. Микеладзе, 1954). Допустимость увеличения лечеб- 
ной дозы прозерина до 15 мг (для этих целей прозерин назна- 
чается совместно с атропином, который, снижая его побочный 
эффект, не влияет на лечебное действие) Расширяет возмож= 
ности эффективного применения прозерина. 
__Небезынтересно также сообщение Сулливана 
1958), согласно которому прозерин облегчае 
менности в. 90% случаев. Местинон в этом о 
фективен, Автор объясняет это слабостью 
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действия местинона и полагает, что эффективность прозерина 
связана именно с этим эффектом. 

В последнее время в целях родоускорения были испытаны 
некоторые фосфорорганические препараты: армин (Л. В. Чугу- 
нова, 1959а; Е. А. Беляева, 1962; А. Л. Чайковская, 1962) и 
препараты 131 и 132, представляющие собой алкиловые эфиры 
диэтил и дипропил фосфиновых кислот (Н. А. Корчагина, 1962). 

По наблюдениям Л. В. Чугуновой, армин (1 мл 0,01%-ного 
раствора подкожно) дал благоприятный эффект в 88% случаев, 
особенно показано его применение в случае несвоевременного 
отхождения вод. Однако при целых водах и при переношенной 
беременности, а также при мертвом плоде армин оказался не- 
оффективным. Автор указывает на отсутствие побочных эффек- 
тов при применении армина. 

Отсутствие в литературе сравнительных данных об эффек- 
тивности прозерина и армина не позволяет высказаться в ПольЬ- 
зу одного из них. 

Одним из возможных показаний для применения антихолин- 
эстеразных веществ в акушерской практике является, по-види- 
мому; вторичная аменорея. Согласно данным Эльснера (Е1зпег, 

1955), при этом патологическом состоянии эффективны прозерин 
и некоторые гомологи октаметилен-бис- (карбаминоил-м-триме- 
тиламмоний фенола) — препараты ВС-40, ВС-47 и ВС-48. 


ДРУГИЕ ВОЗМОЖНОСТИ КЛИНИЧЕСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ 


Возможности клинического использования антихолинэсте- 
разных веществ не ограничиваются вышеперечисленными забо- 
леваниями. Успехи в области синтеза и фармакологии антихо- 
линэстеразных веществ и прогресс нейрофизиологии и нейро- 
химии послужили стимулом к тому, чтобы расширить тради- 
ционные рамки клинического применения этих ценных лекар- 
ственных препаратов. В самом деле, если сопоставить широкий 
фармакологический спектр действия антихолинэстеразных ве- 
ществ с довольно ограниченным кругом заболеваний, при кото- 
рых они обычно применялись, то можно заметить явное несоот- 
ветствие. Исследование влияния антихолинэстеразных веществ 
на высшую нервную деятельность, проведенное В последние 
годы советскими учеными (см. стр. 240), показало, что их при- 
менение в малых дозах стимулирует психическую деятельность 
и может оказаться полезным при некоторых патологических со- 
стояниях. Некоторые антихолинэстеразные вещества могут быть 
использованы для повышения работоспособности сильно утом- 
пленного человека — например, препарат прозамин, смесь прозе- 
рина и фенамина (М. Я. Михельсон). 

последнее время в литературе обсуждаются возможности 
применения антихолинэстеразных веществ для лечения гиперто-_ 
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нической болезни. Некоторые авторы наблюдали выраженный 


гипотензивный эффект от применения у гипертоников эзерина, 















































в особенности в комбинации с ацетилхолином (Епагем, 1957), М. 
и препарата $-108 (дийодметилат-№-диэтиламино-М-пирроли- 
диндиэтилового эфира — Ап, 1959). Наиболее эффективны фе 
препараты были в нейрогенной стадии заболевания. У больных , ка! 
с переходной и нефрогенной стадиями заболевания они были 19% 
неэффективны. Другие авторы считают рекомендации по ис- Жи 
пользованию антихолинэстераз в качестве гипотензивных пре- МО: 
паратов ошибочными, так как существует опасение вместо сни- вы] 
жения кровяного давления вызвать его подъем в связи с воз- , КИ 
можным стимулирующим влиянием на ганглионарный симпати- тем 
ческий аппарат и надпочечники (М. Я. Михельсон, 1962). Не лат 
исключена, однако, возможность, что в случае комбинирован- бол 
ного применения антихолинэстеразных веществ с ганглиоблоки- ста 
рующими средствами (например, с гексонием, широко исполь- лат 
зуемым как гипотензивное средство) это нежелательное влияние тел! 
может быть устранено. сое; 
Возможно, что отдельные антихолинэстеразные, в особенно- | (М! 
сти фосфорорганические, препараты могут найти применение в сое) 
химиотерапии. Экспериментальным обоснованием для такого т. 
применения являются данные о тормозящем влиянии ДФФ и а 
фосфакола на размножение туберкулезной палочки и клеток т — 
злокачественных опухолей (материал по этому вопросу см. в | р 
обзоре Н. А. Лошадкина, 1961), вероятно, вследствие избира- пре! 
тельного ингибирования важных для пронесса роста алиэстераз т 
(Мепае|, Муегз е{ а|., 1953). аа 
О наличии антибактериальной активности у серии эфиров Стви 
дипропил- и дибутилфосфиновых кислот сообщили недавно Л. 
С. М. Вяселова, О. А. Игнатьева и др. (1962). Обнадеживаю- Е 
щими явились результаты, полученные при лечении эрлихов- даю 
ского асцитного рака у мышей фосфаколом (Озз\уа!а, 1955) и обра 
армином (М. Я. Михельсон, 1962). Японские авторы описали лече 
противоопухолевое действие триэтилентиофосфорамида при ас- ния 
цитном типе саркомы Иосида. В дозе | мг/кг (в течение недели) С 
препарат полностью излечивал половину подопытных крыс. й Холи 
Проведенный анализ показал, что тетраэтилентиофосфорамид прот 
А 
ото (оз 966). упление сульфата $35 в клетки —’ 
. Д. Неклесова и 3. Ш. Мин Е 
некоторых фосфорорганических а Вужили у с 
выраженное антигрибковое действие, причем один РЕ т Е ина 
тов — № 307 (диметиловый эфир «-ацетокси-В, В, В-трих еан Тони: 
фосфиновой кислоты) оказался малотоксичным ее анти: 
ных животных. На основании обнадеживающих ие 9Слас 
нию этим препаратом экспериментальной ие и Что у 
итии животных сл 
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он рекомендуется для клинического использования с целью ле- 
чения дерматомикозов (3. Ш. Минюшева, И. Д. Неклесова, 
М. А. Кудрина, 1962), 

Определенный интерес представляют данные о защитном эф- 
фекте ДФФ при облучении крыс смертельными дозами прони- 
кающей радиации. Согласно данным Виллокби (\МШобНЪу, 
1961), на третий день после облучения крыс 975 р гибнет 60% 
животных; предварительным введением ДФФ в дозе 3 мг/кг 
можно было этот процент снизить до 20%. Защитный эффект 
выражался также в предотвращении поражений желудочно- 
кишечного тракта в первой стадии заболевания и поражений 
темопоэтической системы в более поздних стадиях. Однако де- 
лать какие-либо выводы об эффективности ФОС при лучевой 
болезни человека на основании существующих данных не пред- 
ставляется возможным. В особенности затруднительно это сде- 
лать еще и потому, что в литературе имеются данные, свиде- 
тельствующие о потенцирующем влиянии фосфорорганических 
соединений на эффекты проникающей радиации. Так, Митчелл 
(Мисевей, 1953) обнаружил у некоторых фосфорорганических 
соединений радиосенсибилизирующие свойства, основанные на 
их способности угнетать митоз в тканевых культурах фибро- 
бластов, что, по-видимому, связано с блокированием клеточных 
процессов синтеза, связанных с фосфорилированием. Один из 
препаратов — 2-метил-1, 4-нафтогидрохинондифосфат — усили- 
вал эффективность рентгенотерапии рака бронхов. На возмож- 
ность утяжеления течения интоксикации при совместном дей- 
ствии табуна и проникающей радиации указали С. Т. Петров и 
Л. Кръестанов (1961). 

Все эти данные представляют бесспорный интерес, но не 
дают возможности сделать определенных выводов ни о целесо- 
образности использования фосфорорганических соединений для 
лечения лучевой болезни, ни в отношении практического значе- 
ния радиосенсибилизирующего действия. 

Одной из важных областей практического применения анти- 
холинэстеразных веществ является их использование в качестве 
противоядий при отравлении веществами холинолитического 
типа действия. Об антикурарном действии подробно сказано на 
стр. 208. Что касается использования эзерина и прозерина в Ка- 
честве антагонистов атропина и других холинолитических ве” 
ществ, то в соответствующих разделах книги мы об этом упо- 
минали. При рассмотрении практического аспекта этого анта- 
гонизма необходимо учитывать конкретные условия применения 
антихолинэстеразных веществ. Если речь идет о необходимости 
ослабить только отдельные проявления действия холинолитиков, 
что может иметь место, например, в случае передозировки по- 
следних или повышенной чувствительности к ним, то следует 
использовать избирательность в действии антихолинэстеразного 
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вещества. Так, для устранения симптомов центрального дей. 
ствия холинолитических препаратов, например амизила, нужно 
брать антихолинэстеразное вещество, способное проникать в 
центральную нервную систему (эзерин, галантамин); когда не- 
обходимо устранить симптомы периферического действия холи- 
нолитика — напротив, лучше брать прозерин или другой четвер- 
тичный антихолинэстеразный препарат, который, проявляя анта- 
гонизм на периферии, не будет оказывать побочного влияния на 
центральную нервную систему. Целесообразно также учитывать 
возможную избирательность различных антихолинэстеразных 
веществ в действии на М- и Н-холинореактивные системы. Так, 
В. Б. Прозоровский (1960) показал, что в возбуждающих эф- 
фектах прозерина действие на Н-холинореактивные системы 
-имеет больший удельный вес, чем в эффектах эзерина. 


> ТОКСИКОЛОГИЯ ФОСФОРОРГАНИЧЕСКИХ ВЕЩЕСТВ 
ИНТОКСИКАЦИЯ ФОС У ЖИВОТНЫХ 


- Токсичность ФОС колеблется в чрезвычайно широких преде- 
лах — от таких малотоксичных для человека инсектицидов, как 
карбофос, до нервных газов, которые по своей токсичности 3а- 
`нимают исключительное положение даже среди боевых отрав- 
ляющих веществ («ультраяды», [.0р$, 1958). С синтезом нерв- 
ных газов казалось, что достигнут предел токсичности: смер- 
тельная концентрация паров зомана, по данным Штора (501, 
1961), в 40 раз меньше концентрации синильной кислоты, од- 
нако в последнее время были синтезированы фосфорилхолины 
(Таттейл, 1958), отдельные представители которых по своей 
‘токсичности значительно превосходят зоман. Вопросы токсико- 
логии наиболее токсичных ФОС, относящихся к боевым отрав- 
_ ляющим веществам, подробно рассматриваются в руководствах 
по санитарно-химической защите (см. Ю. В. Другов, 1959) ив 
специальных монографиях (Гойз, 1958; З40рг 1961) и обзорах 
(Но|шз{еа%, 1959). : 

В настоящей книге будут рассмотрены вопросы токсиколо- 
гии ФОС применительно к инсектицидам, однако нередко для 
сравнения или выяснения вопросов особенностей интоксикации 
мы будем прибегать к данным по токсикодинамике табуна и В 


особенности зарина, который является ста 
ндартн с 
следованиях зарубежных авторов. воен ис 
Токсичность ФОС обусловлена особенностями их химиче- 
_ского строения: она зависит от вида животного, пути в- 
ния яда в организм, дозы и времени контакта -ы ры 
от факторов внешней среды (например, температуры) ‚ а та 


268 


ме 


$ 
. 
. 
; 





По 
тельн‹ 
покой‘ 
резки‹ 
кишеч 
рушен 
Сколь! 
стройс 
котор‹ 

Вв. 
должи 
стройс 

Си: 
висим‹ 
рых о! 
дуюши 





И 





Парасим 


Двигате 


Смешан 
























СИМПТОМЫ ОТРАВЛЕНИЯ 






После введения животному, например собаке, ДФФ в смер- 
тельной дозе отмечаются следующие симптомы отравления: бес- 
покойство, мышечные подергивания, возбуждение пиломоторов, 
резкие затруднения дыхания, судороги, усиление перистальтики 
кишечника, саливация, спазм мочевого пузыря. Симптомы на- 
рушения дыхания быстро нарастают, смерть наступает через не- 
сколько минут при явлениях остановки дыхания и резких рас- 
стройств кровообращения. Сердце продолжает сокращаться не- 
которое время после остановки дыхания. Е 
Введение животному сублетальных доз вызывает более про- 2 
должительное отравление с’ преобладанием двигательных рас- с: 
стройств и нарушений функции дыхания. 
Симптомы отравления ФОС поддаются систематизации в за- 
висимости от характера иннервации органов, со стороны кото- 
рых они наблюдаются. Они могут быть классифицированы сле- 
дующим образом (табл. 30). 


Таблица 30 


Симптомы отравления ФОС 

























Иннервация Симптомы 








Парасимпатическая Усиленная саливация, тошнота, рвота, понос, тенезмы, 
лакримация (хромадокриорея у крыс), миоз, бронхо- 
спазм, брадикардия, частое мочеиспускание 





д № Двигательная Фибрилляции, фасцикуляции, мышечная слабость, 

кислоть, ыы атаксия и паралич 

орил = Смешанная Преходящее усиление дыхания, нарушение кровяного 
ф 60 давления, расстройства кровообращения, судороги, 
рых ово” ацидоз и гипергликемия. 
роы о Сокращение селезенки (у собаки) 
ев пс? 

ОДС } 

ОКОВ] и 
р | Несмотря на то, что эта систематизация носит до некоторой 
уп” степени условный характер, она помогает классифицировать 
| кой” многообразные симптомы отравления ФОС. 

вок р Механизмы действия антихолинэстеразных веществ на раз- 
5 оО ИИ личные органы и системы рассмотрены нами выше. Поскольку 
р рейка р нс р 
| ие ей } те же механизмы лежат и в основе токсических эффектов ФОС, 
ии #8 и специальное рассмотрение их в этой главе вряд ли целесооб- 
; разно. 
ие уе Непосредственной причиной смерти является асфиксия. Из 
йе и четырех возможных механизмов асфиксии (бронхоспазм, нервно- 
И. ой р мышечный блок дыхательной мускулатуры, центральный пара- 
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лич, понижение кровяного давления) наибольшее значение, по- 
видимому, имеет центральный паралич. Значение других фак- 
торов неодинаково для разных видов животных. В расстройствах 
дыхания у кошек большую роль играет бронхоспазм, у кроли- 
ков — периферический паралич, у обезьян — паралич дыхатель- 
ного центра. Е 

Несмотря на общность клинической картины отравления раз- 
личными ФОС, основанной на общем механизме их действия, в 
токсикодинамике отдельных соединений имеются свои особен- 
ности. Так, для ТЭПФ, ДФФ, фосфакола, нервных газов и дру- 
гих хорошо растворимых в жирах ФОС характерно наличие 
резких расстройств функционирования не только перифериче- 
ских, но и центральных отделов нервной системы. Фосфорил- 
холины и другие полностью ионизированные ФОС, а также 
октаметил (В. К. Збуржинский, 1959) не оказывают четкого 
влияния на центральную нервную систему, так как не прони- 
кают из крови в мозг. В картине отравления меркаптофосом 
также преобладают периферические симптомы (С. И. Локтио- 
нов, 1962). 

Токсическое действие ФОС проявляется при различных спо- 
собах введения, при этом картина отравления остается в основ- 
ном неизменной, хотя сроки наступления, выраженность, про- 
Ддолжительность и постоянство некоторых симптомов варьируют 
Миоз и затруднения дыхания наблюдаются преимущественно 
при ингаляционном отравлении. Для чакожной аппликации ха- 
рактерны мышечные фибрилляции в месте нанесения ФОС на 
кожу. При поступлении яда в желудочно-кишечный тракт на- 
блюдаются тошнота, рвота, спазмы кишечника и поносы. 


ИНГАЛЯЦИОННОЕ ОТРАВЛЕНИЕ 


Для ингаляционного отравления характерно особенно быст- 
рое развитие симптомов резорбтивного действия. При ингаля- 
ционном отравлении токсичность ФОС зависит от концентрации 
паров и продолжительности их воздействия. Согласно данным 
Оберста и др. (ОБегз её а1., 1956), при воздействии абсолютно 
смертельными концентрациями паров зарина на собак симптомы 
отравления развиваются исключительно быстро. К концу 1-й мин 
а в случае меньших концентраций спустя 4—5 мин после за- 
травки у животных наступали коллапс, апноэ и смерть. При 


увеличении экспозиции отравление наступае 
Е те Ны 
меньших концентрации. а еЬН 


В опытах В. С. Бурого (1947) 
0,008—0,01 мг/л вызывал гибель всех крыс и кроликов 57-й 
день после однократного воздействия при четырехчае ЕО 
зиции. Концентрации порядка 0,004—0,006 мг/л а о: 
бель кроликов в течение 3—5 дней при ежедневной ине. 
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ской затравке в течение 4 часов. При практическом применении 
ФОС отравление может произойти не только от вдыхания па- 
ров, но и от пыли (приготовление и применение дустов ФОС). 
В работе Е. И. Спыну (1957,6) приведены данные о токсично- 
сти тиофоса для мышей и крыс при затравке их дустом. При 
концентрации тиофоса 0,015—0,02 мг/л и четырехчасовой экспо- 
зиции из 10 мышей погибли 2. Признаки отравления наступали 
через 2—4 ч после экспозиции и длились 8— 15 ч. 

Смертельные концентрации высокотоксичных ФОС в воздухе 
очень низкие. Так, при 10-минутной экспозиции смертельная 
доза ДФФ для крыс составляет 0,36 мг/мЗ. Однако на практике 
ингаляционные отравления ФОС встречаются довольно редко, 
так как большинство широко применяемых инсектицидов мало- 
летучи. Значительно вероятнее заражение не парами, а пылью, 
когда инсектицид применяется в виде дуста. 


НАКОЖНАЯ АППЛИКАЦИЯ 


При попадании ФОС на кожу они, как правило, не вызывают 
местного раздражающего действия. Их всасывание через кожу 
происходит бессимптомно, за редкими исключениями, причем 


скорость всасывания для различных ФОС может быть различ- 
ной. Обычным способом оценки проницаемости кожи для ФОС 
является простое измерение уменьшения количества нанесен- 
ного вещества. Используя этот метод, Ю. И. Кундиев (1962) 
показал, что при нанесении на кожу меркаптофоса уже через 
30 мин на ее поверхности остается лишь незначительная часть 
препарата (13%). Фредрикссон (Егедгкззоп, 1958) также отме- 
чает быстрое уменьшение (в течение первых 10—15 мия) коли- 
чества вещества (зарина), нанесенного на кожу. Более точным 
методом изучения проникновения ФОС через кожу является 
определение его количеств в крови и органах либо прямым пу- 
тем (обнаружение меченого ФОС), либо косвенным — по угне- 
тению холинэстеразы. Для некоторых ФОС скорость проникно- 
вения через кожный барьер точно установлена. Для зарина, на- 
пример, она составляет 1—2 1 в минуту на 1 см? поверхности 
кожи (Егедгззоп, 1958). Скорость проникновения через кожу 
паратиона (установленная методом радиоактивного мазка), со- 
гласно данным того же автора (1961а и 6), в 25 раз ниже, чем 
У зарина (5 имол/см? в 1 мин). Нарушение эпидермиса ускоряло 
всасывание паратиона. 

Для сравнительной оценки всасывания через кожу ФОС 
Ю. И. Кундиев (1962) предлагает использовать так называемый 
кожно-венозный коэффициент (отношение ЛДь соединения при 
внутривенном введении КЛД» при накожной аппликации). 

Олученные таким способом данные в определенной мере 
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согласуются с величиной коэффициента распределения ФОС в _ 


системе масло— вода. 

Значительный интерес представляет вопрос о зависимости 
токсического эффекта при нанесении ФОС на кожу от площади 
аппликации яда. Ю. И. Кундиев (1962) считает, что с увеличе- 
нием площади аппликации в единицу времени с кожи всасы- 
вается большее количество вещества. К аналогичным выводам 
пришли Мак Файл и Эйди (МКРНай, Аае, 1960), которые пока: 
зали, что при воздействии на кожу кроликов парами зарина их 
токсичность возрастала по мере увеличения площади контакта 
яда с кожей. Для характеристики всасывания ФОС кожей опре: 
Деленное значение имеет также процесс возможной детоксика- 
ции ФОС в коже. Установлено, например, что фосфакол в коже 
кролика гидролизуется за | и на 20%. Тот же процесс в коже 
человека происходит в 20 раз медленнее (Егедг!Кззоп её а|., 

2 1961). Паратион кожей не гидролизуется и никаких превраще- 
| ний в ней не претерпевает. 

Отсутствие в литературе сравнительных данных по токсич- 
ности ФОС при их попадании на кожу не позволяет дать соот- 
ветствующую оценку для большинства соединений. Клиническая 
картина отравления при накожной аппликации ФОС в основном 
обусловлена резорбтивным действием яда и не отличается от 
других форм отравления. Однако она имеет некоторые особен- 
ности, связанные с замедленной (по сравнению с ингаляцион- 
ным отравлением) скоростью всасывания и некоторыми симпто- 
мами, преимущественно местного действия яда. 

По наблюдениям Фредрикссона (1958), зарин при нанесении 
на кожу вызывает фибриллярные подергивания мышц в обла- 
сти нанесения яда. Из ранних проявлений интоксикации сле- 
дует отметить также сдвиг реакции крови в кислую сторону, 
уменьшение парциального давления кислорода и увеличение 
давления СО в крови. Эти изменения со стороны крови насту- 
пали раньше, чем появлялись сколько-нибудь заметные наруше- 
ния дыхания и кровообращения 
. Е. И. Спыну (19576) исследовала действие технического тио- 
8 фоса при накожном нанесении кроликам в дозе 1 мл/кг. Через 

4—6 ч возникало двигательное беспокойство, саливация, дрожа- 
ние всего тела, атаксия. Через 20—24 ч животные погибали. 

Таким образом, основная особенность интоксикации ФОС 

‚ при их попадании на кожу состоит в медленном наступлении 

симптомов отравления, замедленном течении интоксикации и на- 

личии в начальном периоде признаков местного действия яда. 

ость ФОС при Е оне на слизистые оболочки го- 

ше по сравнен жнои апплика Й - 

ПЕЙ (КовагНаег. 1956) сообщил, что ай 

рина в глаз может вызвать смертельное отравление, 
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ОТРАВЛЕНИЕ ПРИ ПОПАДАНИИ ЯДА В _ ЖЕЛУДОК 


При этой форме введения яда симптомы отравления насту- 
пают позже, чем при ингаляционном отравлении, но быстрее, 
чем при накожной аппликации. По данным Е. И. Спыну (1957а), 
действие тиофоса и карбофоса начинало проявляться через 
15 мин после введения масляных растворов в желудок. При 
введении ФОС в желудок, особенно в начале отравления, пре- 
обладают расстройства функции желудочно-кишечного тракта 
(рвота, понос, кишечные спазмы). 

При пероральном отравлении крыс пирофосом и дитиофосом 
в начале отравления преобладали симптомы угнетения, которые 
быстро сменялись двигательным возбуждением с расстройствами 
координации движения. Гибель животных чаще наступала в те- 
чение одного часа, реже в течение первых суток (С. Н. Сини- 
цын, 1962). 

Токсичность ФОС при пероральном введении приблизительно 
в 3—6 раз меньше по сравнению с внутрибрюшинным введе- 
нием. 

В симптоматике отравлений ФОС обычно наиболее видное 
место занимают симптомы нарушения функции нервной си- 
стемы, и это вполне закономерно. Однако проведенные в послед- 
нее время углубленные наблюдения за состоянием отравленных 
животных показали, что функциональные нарушения при отрав- 
лении ФОС могут затрагивать самые различные органы и си- 
стемы. К таким изменениям следует отнести токсические изме- 
нения в периферической крови и изменения в печени (Козха], 
Зееску, 1955), увеличение содержания гемоглобина и количе; 
ства эритроцитов и лейкоцитов (Н. К. Стацек, 1962), снижение 
содержания аскорбиновой кислоты (Н. Н. Пушкина, 1962), от- 
клонения в белковом обмене в печени, почках, сердце, изменение 
содержания глобулинов в крови (К. С. Казаков и др., 1962). 


ЗАВИСИМОСТЬ ТОКСИЧНОСТИ ОТ ХИМИЧЕСКОГО СТРОЕНИЯ ФОС 


Выявление закономерностей, определяющих связь между 
химической структурой ФОС и их токсичностью, представляет 
значительные трудности. Поэтому при обобщении чрезвычайно 
обширного литературного материала, полученного многими ав- 
торами, с исключениями из правил приходится сталкиваться го- 
раздо чаще, чем с самими правилами. Наблюдаемые несоответ- 
ствия, а иногда и противоречия обусловлены многими „причи- 
нами. 

Прежде всего ‘необходимо помнить, что токсичность ФосС 
очень широко колеблется в зависимости от вида, пола и воз- 
раста животных. (Некоторые более подробные данные по этому 
вопросу приведены ниже.) Это обстоятельство не всегда учиты- 
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вается исследователями, а особенно выраженное влияние оно 
может оказать при сопоставлении данных разных авторов. 

При оценке острой токсичности ФОС не всегда удается учесть 
то влияние, которое оказывают обменные превращения ФОС в 
организме. Эти превращения могут быть связаны как с детокси- 
кацией, так и, наоборот, с активированием ФОС, и скорость этих 
процессов может изменяться по-разному с изменением струк: 
туры соединений. 

Чрезвычайно важную роль играют физико-химические свой- 
ства ядов — например, скорость их спонтанного гидролиза или 
жирорастворимость. Скорость гидролиза в значительной мере 
может определять интенсивность детоксикации, а от жирорас- 
творимости зависит способность ФОС проникать через барьеры 
организма и, следовательно, возможность более или менее вы- 
раженного действия на центральную нервную систему. 

Наконец, необходимо указать, что очень большое значение 
имеет чистота исследуемых препаратов. На ряде примеров было 
показано (А!Чг!Чое, Вагпез, 1952), что некоторые ФОС могут 
содержать весьма токсичные примеси, которые резко искажают 
истинную токсичность изучаемых веществ. Благодаря недоста- 
точной очистке нередки случаи, когда токсичность препаратов 
инсектицидов меняется от серии к серии. 

Перечисленные факторы в очень большой степени затруд- 
няют характеристику зависимости между структурой и дей- 

ствием ФОС, но тем не менее некоторые наиболее общие законо- 
мерности, определяющие эту зависимость, могут быть выведены 
(Нопизеа, 1963). : 

Рассмотрим уже неоднократно встречавшуюся общую фор- 
мулу строения ФОС: 


Среди соединений, у которых группа Х представляет собой 
галоид или псевдогалоид, наиболее токсичными оказались ве- 
щества, где К, является алкилом, а В, — алкоксигруппой (на- 
пример, зарин). Соединения типа ДФФ, у которых оба радикала 
являются алкоксигруппами, менее токсичны. Токсичность соеди- 
нений увеличивается при ветвлении углеродной цепи в алкокси- 
группе. Замена фтора в группе Х на йод, циан или тиоциан 
снижает токсичность соединений этого типа. 

Среди веществ, содержащих М—Р связ 
амидогруппы, наиболее токсичными оказали 
торых только один радикал представляет собой 
а другой является алкоксигруппой (например, та 
нениях этого типа максимальная токсичность дос 
Х = СМ. Фтористый аналог табуна, у которо 


ь в форме алкил- 
сь соединения, у ко- 
такую группу, 
бун). В соеди- 
тигается, когда 
го группа СМ 
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заменена на фтор, в 4 раза менее токсичен, чем исходный табун. 
Как правило, введение в группу Х циклических структур 
снижает токсичность соединений. Исключение составляют фос- 
факол и армин, которые характеризуются сравнительно высокой 
ТОКСИЧНоСТЬЮ. 

Замена эфирного кислорода на серу чаще всего снижает 
токсичность соединений, однако и среди тиолатов встречаются 
высокотоксичные вещества, что до известной степени можно 
объяснить тем, что тиолаты не разрушаются фосфорилфосфата- 
зой и, следовательно, хуже подвергаются детоксикации. Замена 
на серу кислорода, связанного с фосфором двойной связью, т, е. 


превращение соединений в тион 
по существу приводит к утрате 
щим началом этих веществ в о 


аты, содержащие группу Р=$, 
токсичности, так как действую- 
рганизме являются только про- 


дукты их окисления или изомеризации. 


Менее четкие закономерност 


я характерны для производных 


пирофосфорной кислоты. Наиболее токсичными среди соедине- 


ний этого типа являются тетраэтилпирофосфат и его монотионо- 
вый аналог — фосарбин. 

Вещества, обладающие исключительно высокой токсич- 
ностью для млекопитающих, были найдены среди производных 
фосфорилхолина. Самым токсичным из этих соединений ока- 
зался метилфторфосфорилгомохолин, ЛД» которого при внутри- 
венном введении кроликам составляет 0,006 мг/кг. Это же веще- 
ство оказалось самым мощным из известных к настоящему вре- 
мени ингибиторов истинной холинэстеразы. Зависимость между 
токсичностью ФОС и их антихолинэстеразным действием рас- 








ую фор смотрена более подробно на стр. 293. 
ХРОНИЧЕСКАЯ ИНТОКСИКАЦИЯ 
Хроническая интоксикация ФОС, в частности ДФФ, харак- 
теризуется развитием спастических параличей, особенно задних 
в конечностей, атаксией, мышечными фибрилляциями, расшире- 
1 60 6 нием пищевода и кардиоспазмом; в дальнеишем из-за дисфагии 
тИСЬ — У животных развивается истощение, которое приводит к смерти 
Я (# (СПтап, Соойтаи, 1955). 
го икайй В опытах Келле и Гильмана (КоеПе, @Йтап, 1946) собаки 
ВЛ получали сублетальные дозы ДФФ дважды в неделю в течение 
в м нескольких месяцев, Каждое введение ДФФ вызывало у жи- 
т вотных мускарино- и никотиноподобные эффекты, выражав- 
тио шиеся главным образом в нарушениях двигательной функции 
д" желудка и нервно-мышечного аппарата. Мышечная слабость 
2й ко’ продолжалась несколько недель. Полный паралич развивался в 
й у 0 течение 3 месяцев. 
Ву и Парализующее действие ДФФ на поперечнополосатые мышцы 
) оо наблюдалось также у кошек, получавших повторные инъекции 
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ДФФ (Ниь 1947). Периодическая слабость задних конечно- 
слей была очевидной в течение 147 дней. Исследования мышеч. 
ной функции обнаружили повышение чувствительности к аце- 
тилхолину и неспособность к поддержанию тетануса. У живот- 
ных отмечалось сужение кардиального сфинктера желудка и 
дилятация пищевода. Хроническая интоксикация собак ДФФ 
сопровождалась спазмами мочевого пузыря. Это действие вы- 
ражалось в явлении недержания мочи. На вскрытии у таких 
животных мочевой пузырь чаще всего оказывался спастически 
сокращенным. 

Коэн и др. (Собеп ей а1., 1956) подвергали крыс многократ- 
ному повторному воздействию парами зарина в минимально 
действующих концентрациях в динамической камере. Ежеднев- 
ное падение уровня холинэстеразы эритроцитов составляло в 
среднем 3,6%, достигая максимальных величин к 17-му дню. 
Активность холинэстеразы мозга падала не столь быстро, при- 
мерно на 1,24 в неделю. Восстановление активности холин- 
эстеразы начиналось с 35-го дня затравки, причем ежедневный 
прирост активности составлял примерно 1%. Согласно данным 
Оберста и др. (ОЪегзЕ еЁ а|., 1956), при отравлении крыс субле- 
тальными концентрациями паров зарина в течение 6 ч восста- 
новление активности холинэстеразы эритроцитов заканчивается 
через 40 дней после прекращения воздействия яда, а фермент 
мозга не восстанавливается полностью даже через 60 дней. 

Динамическая затравка животных (крысы и морские свинки) 
октаметилом в концентрациях 0,0002—0,0005 мг/л в течение ме- 
сяца при ежедневной четырехчасовой экспозиции вызывала ги- 
бель 50% подопытных морских свинок и 20% подопытных крыс 
в различные сроки. Эти же концентрации у кроликов на 8-Й день 
затравки при той же экспозиции вызывали снижение холин- 
эстеразной активности сыворотки крови до 15—62%, а на 15-Й 
день уровень активности холинэстеразы доходил до 0,5—16% 


исходной величины. Одновременно наблюдалось падение веса 
животных (В. С. Бурый, 1957). 

По Броуну и Бушу (Вго\п, ВизВ, 1950), близкие концентра- 
ции тиофоса (0,0002—0,0008 мг/л) действуют и на холинэсте- 
разу сыворотки крови людей. 

Интересно отметить, что в дозах, не угнетающих холиноэсте- 
разу, ФОС способствуют росту молодых животных и даже сти- 
мулируют образование холинэстеразы печенью, что приводит к 
увеличению содержания энзима в крови и тк 
м р р тканях (Б. Н. Кады- 

Наиболее чувствительным показателем для оценки хрониче- 
ского действия ФОС является угнетение активности холинэсте- 

разы. Согласно наблюдениям Н. К. Стацек (1962), ч ой 
тельным показателем является также нарушение Зы - 
ной деятельности (см. стр. 247). С. Н. Синицын (1962)  - 
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снижение работоспособности у крыс (время плавания) после 
двухмесячного введения им дитиофоса (суточная доза 1 мг/кг). 

В последнее время в литературе стали появляться сведения 
о неблагоприятном влиянии хронической интоксикации ФОС на 
потомство. Но данным Келоу и Мартона (Ка!оу, Машюп, 1961), 
у крыс, подвергшихся длительному воздействию карбофосом, ро- 
дается неполноценное потомство (к концу третьей недели вы- 
живает лишь третья часть потомства, но и оно развивается не- 
нормально). Каких-либо признаков интоксикации у крыс пер- 
вого поколения не наблюдалось, и все изменения касались 
только потомства. Полученные результаты и известные данные 
о влиянии ФОС на мутации насекомых, по мнению автора, де- 
лают необходимым более широкое изучение влияния хрониче- 
ского отравления ФОС на потомство. 


ВИДОВАЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЖИВОТНЫХ К $ФОС 


Представители различных видов животных отличаются по 
своей чувствительности к ФОС. 

Установлено, что в ряду теплокровных животных чувстви- 
тельность к ФОС в общем возрастает от видов с менее органи- 
зованной центральной нервной системой к высшим животным. 
Однако это касается только 
тех ФОС, у которых сильно с м 
выражено действие на цент- : 
ральную нервную систему 
(ДФФ, зарин и др.), вто время 
как вещества, у которых пре- 
обладает периферическое дей- 
ствие (октаметил, меркапто- 


Токсичность ДФФ для 
различных видов животных 





Вид животного ЛДуо (мг/кг) 





фос, фосфорилхолины), при- мыш ..°..... зо 
мерно одинаково токсичны для Крысы ........ 1,8 
ИЕ: теплокровных. Кошки (....:... 16 
ля иллюстрации сказанного Кролики „ее. , 
рат Обезьяны ....... 0,25 


приводим смертельные дозы 
ЦФФ для различных видой 
животных (табл. 31). 

Относительно высокая токсичность ДФФ для кроликов, по- 
видимому, связана с высокой чувствительностью этого вида жи- 
вотных к никотиноподобным эффектам ФОС (паралич дыхатель- 
Ной мускулатуры). Связи между чувствительностью различных 
видов животных к ФОС и уровнем активности у них холинэсте- 
разы отметить не удается. 

Земноводные отличаются чрезвычайно низкой чувствитель- 
ностью к ФОС. По Эдери и др. (ЕЧегу её а|., 1960), ЛДьо фосфа- 
кола для лягушки составляет 91 мг/кг, а для жабы — 188 мг/кг, 
В то время как доза для мыши— 1,13 мг/кг. Интересно отме- 
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тить, что и холинэстераза земноводных приблизительно в 100 раз 
менее чувствительна к ФОС, чем холинэстераза мыши. Предпо- 
лагают, что в крови земноводных содержится фермент, разру- 
шающий ФОС. 


ПОЛОВЫЕ РАЗЛИЧИЯ В ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К $ФОС 


Различия в чувствительности самцов и самок крыс к различ- 
ным ФОС видны в табл. 32, составленной на основании данных 
Фраули и др. (Ега\еу её а1., 1952) и Дю Буа (Ри Во\5, 1957). 

Таблица 32 


Половые различия в чувствительности к ФОС у крыс 











ЛД (мг/кг) 
Соединение 
самцы самки 
Карбофос (малатион) ....... 1375 1000 
Кро. Е... 880 980 
О ао, 108 76 
Этил-п-нитрофенилтионобензолфос- 
нь... 5 91 14,5 
В, НЕ 80 56 
а... 42 19 
а, 36 77 
а ия 30 3 
и. № 13,5 7,7 


Из таблицы видно, что самки, за редкими исключениями, 
чувствительнее к ФОС, чем самцы. В отношении соединений, 
претерпевающих превращения в организме, ббльшая чувстви- 
тельность самок связывается с более быстрым и интенсивным 
протеканием у них процессов обмена, участвующих в активации 
ФОС (Е1зеей, 1958). 

Исследованиями Сванна и др. (Зуапп её а|., 1958) было до- 
казано, что половые различия в чувствительности крыс к пара- 
тиону в значительной мере связаны с гормональными факто- 
рами. 

Согласно данным В. Б. Прозоровского (1960), самки менее 
чувствительны к прозерину и эзерину по сравнению с самцами. 
Это несоответствие с данными для ФОС трудно поддается 


объяснению. 
ВЛИЯНИЕ ВОЗРАСТА НА ТОКСИЧНОСТЬ 


По данным Фридмана и Химвича (Егее4тап, Ниписв, 1948) 
новорожденные крысы более чувствительны к Дфф я 
лые. Во время периода роста выносливость к ДФхФ 
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до 120-го дня жизни. Пониженную устойчивость новорожденных 
крыс к ДФФ авторы объясняют меньшей концентрацией холин- 
эстеразы в мозгу у новорожденных крыс и, следовательно, мень- 
шим резервом «охранительного фактора». 

В. Б. Прозоровский. показал (1960), что выносливость мы- 
шей к прозерину до 2-неделеного возраста остается низкой, за- 
тем резко повышается, достигая максимума к 4 неделям. В то 
же время имеются данные о том, что выносливость крыс к пара- 
тиону с возрастом не изменяется (5\’апп её а|., 1958). 


ВЛИЯНИЕ НЕКОТОРЫХ ФАКТОРОВ ВНЕШНЕЙ СРЕДЫ 
НА ТОКСИЧНОСТЬ ФОС 


Токсичность ФОС возрастает под влиянием повышения на- 
ружной температуры (Сга!е еЁ а|., 1959). Лучевая болезнь не 
оказывает определенного влияния на течение интоксикации ФОС 
(А. И. Соловьев, 1962). Наркоз несколько повышает (Д. Донев, 
1958), а зимняя спячка, напротив, понижает (ЗсаНе, СатрЬе!, 
1958) выносливость животных к ФОС. Шок также понижает вы- 
носливость к ФОС (Уопагасек, 1958). Эти разрозненные сведе- 
ния о влиянии факторов внешней среды на интоксикацию ФОС 
пока не могут быть систематизированы, но они свидетельствуют 
о важности этой проблемы. 


УСИЛЕНИЕ ТОКСИЧНОСТИ ФОС ПРИ СОВМЕСТНОМ ПРИМЕНЕНИИ 


Проблема потенцирования эффектов ФОС при их совместном 
примекении возникла в связи с тем, что на практике одному и 
тому же лицу часто приходится работать с различными ФОС. 
Кроме того, в сельскохозяйственном производстве применяются 
некоторые комбинации ФОС. 

Потенцирование наблюдается при комбинации лишь неко- 
торых ФОС (табл. 33), в других случаях комбинированного при- 


Таблица 33 
Потенцирование токсичности ФОС при совместном применении 
(Ри Вок, 1963) 





Фактиче- Индекс 

Соотношение Вероятная ская усиления 

эквитоксичных 50 ЛД ь токсич- 
количеств ФОС (мг/кг) (мг/кг) ности 








Малатион + ЭФН 99% М 1% ЭФН|! 403,6 230 
Диптерекс + малати- |16,7% Д -Е 83,3% м 480,0 220 
он 
Циптерекс -- гутион 96,5% р-- 3,5% Г 82,8 55 
Кораль и 121% К-- 87,9% М 455,0 190 











































менения ФОС возможны явления суммирования и антагонизма 


(Ри Во}, 1958). 

Как видно из таблицы, наиболее отчетливо эффект потен- 
цирования наблюдается в случае применения малатиона. Пола. 
гают, что механизм потенцирования при этом состоит в блокаде 


разрушения малатиона другим компонентом комбинации, на- 
пример ЭФН. 


ТОКСИЧНОСТЬ ПРИ ПОВТОРНЫХ ВВЕДЕНИЯХ 


ФОС отличаются небольшой широтой токсического действия. 
Так, максимально переносимая доза армина для кроликов всего 
в 3 раза меньше, чем абсолютно смертельная доза. Однако диа- 
пазон доз, угнетающих холинэстеразу, в организме животного 
гораздо более широкий. В связи с этим повторное введение жи- 
вотному нетоксических, но угнетающих холинэстеразу доз при- 
водит в конце концов к проявлению токсических эффектов. 

В связи с тем, что при каждом последующем введении ФОС 
действует на фоне все более и более сниженной активности хо- 
линэстеразы, его токсичность возрастает. Это наглядно демон: 


стрируется табл. 34, составленной по данным Колвея и Дэвиса 
(Со|жау, Ра\ез, 1957). 


Таблица 34 


Токсичность зарина для морских свинок в зависимости 
от исходного уровня активности холинэстеразы 





Уровень активности 





ЕН ее Эффект 
100 0,03 Отсутствие гибели 
78 0,03 » » 
42 0,03 Гибель 30% 


23 0,03 » 10% 


В условиях повторного введения ФОС выявляется: кумуля- 
тивное действие. Для проявления кумулятивного действия ФОС 
необходимо, чтобы интервал между введениями не превышал 
периода, необходимого для восстановления активности холин- 
эстеразы. Этот интервал, по-видимому, не должен превышать 
двух дней, в течение которых уровень активности холинэстеразы 
может частично восстановиться. И действительно, большинство 
авторов наблюдали кумулятивный эффект ФОС только при их 
ежедневных или более частых введениях в субтоксических и т0- 
ксических дозах (табл. 35). 
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Таблица 35 
Кумулятивное действие ФОС 





Вид Количество 


животных Доза введений и Эффект Автор 
интервал 


ЕЕ еее Е чеиыед Рите ЕЕК ЕЕ 


Меркаптофос Кошки 1/5—1/10 ЛД. | Ежедневно | Смерть через | Ю, С. Каган, 
5—10 дней 1957 
Армин Пороговая » Смерть через | М. А, Алуф, 
13—23 дня 1955 
Дитнофос Кролики « 3—5 раз Смерть после | С. Н, Сини- 
(накожно) 3—5 нанесений цын, 1962 
Зарин » Субтоксиче- 7 раз Повышение Соо1\ау, 
ская ежедневно токсичности Пауез, 1957 
в 1,5 раза 
Тиофос Мыши То же Ежедневно Токсический Воз1уа1, 
в течение эффект Зееску, 1955 
месяца через 1 месяц 

















ЯВЛЕНИЯ АДАПТАЦИИ 


Кумулятивный эффект отчетливо проявляется только в слу- 
чае повторного введения либо токсических, либо близких к ним 
доз ФОС. Если же речь идет о применении неэффективных доз, 
то даже после их многократного повторения кумуляции не на- 
блюдается (М. А. Алуф, 1955). Более того, может развиться 
своеобразная адаптация организма к ФОС. Так, в опытах 
Н. К. Стацек (1962) ежедневное воздействие парами метил- 
меркаптофоса в концентрации 0,0009 мг/л в течение 2 месяцев 
не вызывало у кошек видимых проявлений интоксикации, за ис- 
ключением угнетения активности холинэстеразы к концу первого 
месяца и нарушения высшей нервной деятельности. Несмотря 
на продолжавшиеся затравки, у животных восстановилась ак- 
тивность холинэстеразы и нормализовалась высшая нервная 
Деятельность. Более того, активность холинэстеразы сыворотки 
К концу наблюдения даже повысилась. 

Другим примером адаптации является следующий факт. Ес- 
ли большой концентрацией ФОС мгновенно снизить активность 
холинэстеразы до фатального уровня — наступает смерть; при 
постепенном воздействии тем же ФОС достижение того же фа- 
тального уровня проходит бессимптомно (Неа{й, 1961). В то же 
время нужно иметь в виду и возможность появления повышен- 
ной чувствительности к ФОС. По данным И. С. Фаермана и др. 
(1962), такое состояние наблюдается у лиц, перенесших острую 
интоксикацию меркаптофосом. Механизм этих адаптационных 
явлений пока остается не ясным. Поскольку адаптация наблю- 
дается и в других условиях опытов, например на нервно-мы- 
щечной концевой планстинке, можно думать о вовлечении вэтот 
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процесс различных физиологических систем организма. Эта ин- 
тересная проблема нуждается в экспериментальном изуче- 


НИИ. 


БИОХИМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ПРИ ОТРАВЛЕНИИ ФОС 
Угнетение холинэстеразы 


Биохимические изменения в организме, наступающие при от- 
равлении ФОС, как уже отмечалось, заключаются прежде всего 
в угнетении холинэстеразы крови и органов. Однако в условиях 
целого организма угнетение фермента может существенно отли- 
чаться от того, что наблюдается ш уЙго. Это определяется не- 
постоянством концентрации активного ингибитора в различное 
время после введения ФОС и в различных участках организма. 
Окончательный эффект, выражаемый степенью угнетения хо- 
линэстеразы, зависит от многих факторов. Прежде всего имеет 
значение способ введения яда. При прямом введении в кровь 
(внутривенная или внутриартериальная инъекция) вещество 
очень быстро (в течение 1—2 мин) равномерно распределяется 
в крови и затем диффундирует в ткани и органы. При накожной 
аппликации или пероральном введении всасывание происхо- 
дит значительно медленнее и в большей степени могут сказы- 
ваться различные побочные реакции, в которые вступают ФОС. 

Далее, чрезвычайно важную роль играет липидофильность 
ФОС, определяемая коэффициентом распределения жир — во- 
да, характерным для каждого ФОС. Значение этого фактора 
состоит в том, что реакция между ФОС и холинэстеразой 
протекает в водной фазе и конечное угнетение зависит от кон- 
центрации ФОС в этой фазе. Но в то же время в организме со- 
держится значительное количество жиров и жироподобных 
веществ (различное в разных тканях), которые способны экстра- 
гировать ФОС из водной фазы и тем самым уменьшать дей- 
ствующую концентрацию ФОС В его реакции с холинэстеразой. 
Этот же фактор жирорастворимости в значительной мере опре- 
деляет возможность проникновения ФОС через мембраны орга- 
низма (например, через гемато-энцефалический барьер) и тем 
самым возможность контакта с холинэстеразой, находящейся в 
участках, защищенных мембранами. 

Очень важное значение имеет скорость, с которой происхо- 
дит ферментативное разрушение ФОС, а также скорость реак- 
ции ФОС с другими эстеразами. Совершенно очевидно, что чем 
выше будет скорость этих так называемых побочных реакций 
тем меньшее количество яда сможет вступить в реакцию с хо- 
линэстеразой. 

Наконец, очень существенными, особенно в по 
после введения ФОС, являются такие процессы, 
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реактивация холинэстеразы, «старение» угнетенной  холинэсте- 
разы, т. е. превращение ее в нереактивируемую форму, и био- 
синтез белка холинэстеразы в тканях. Суммарная активность 
фермента в каждый данный момент будет зависеть от соотно- 
шения скоростей этих процессов. 

Не вызывает сомнения, что относительная роль каждого из 
перечисленных факторов будет в широких пределах меняться в 
зависимости от природы ФОС, вида животного и условий поста- 
новки опыта. Нередко значе- 
ние того или иного фактора 
не поддается учету, и мо- 
жет быть, этим следует объ- 
яснить те различия, а под- 
час и противоречия, которые 
встречаются в литературе, 
посвященной ‘угнетению хо- 
линэстеразы при введении 
ФОС ш \10. 

Степень угнетения холин- 
эстеразы естественным об- 08 008 0020 
разом зависит от дозы вве- мег 
денного ФОС. Гроб и Хар- 
ви (Сгор, Нагуеу, 1958) по- Рис. 38. Зависимость активности холин- 
казали, что для холинэсте- ЭСтеразы крови человека от перораль- 
разы крови человека эта за- ной дозы зарина (ОгоБ а. Нагуеу, 1958). 
висимость носит прямоли- о РВЕТЕ 
неиныи характер, если ак- эстераза сыворотки, 
тивность фермента выра- 
жать в виде логарифма (рис. 38). Это значит, что с увеличе- 
нием дозы ФОС активность фермента снижается экспоненци- 
ально. У мелких животных вследствие более выраженных инди- 





е 
Гани бных видуальных различий такой точной зависимости установить не 
оп’ 18 Удалось. 
о КСИР, п т: 
оны" д ри введении животным большинства ФОС угнетение хо- 


линэстеразы крови происходит очень быстро и достигает глубо- 
Кой степени. Исключение составляют те ФОС, которые в чистом 












мер Виде лишены антихолинэстеразных свойств и нуждаются в пред- 
тан ке! зарительном активировании в печени или других тканях (пара- 
и к’. ион и другие тионаты, шрадан, димефокс и др.). ь 

) ей есколько иначе обстоит дело с холинэстеразои мозга. 
ой $0 алеко не все ФОС, быстро и выраженно инактивирующие 
р ых ферменты крови, способны вызвать заметное угнетение холин- 
ой р Ре эстеразы мозга. В этом случае эффект в очень большой степени 
о ое ий ит от способности ФОС проникать через гемато-энцефаличе- 
о’ о хо о барьер. Многими исследованиями было показано, что даже 
РР й ы ‘ень мощные ингибиторы холинэстеразы, если они имеют ион- 
И о ую структуру (например, аммониевые или сульфониевые со- 
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единения), при введении в кровь не вызывают значительного 


угнетения холинэстеразы мозга (Э. В. Зеймаль и др. 1960. 


Л. Г Магазанник и И. В. Семенов, 1962; Вигреп, НофЫвег : 


1951; КоеШ!е а. Э\%ешег, 1956; Ргеикззот, 1957; УапаеКаг 
Неа{в, 1957). Непроницаемость гемато-энцефалического. барье- 
ра для этих веществ не является абсолютной. Небольшая часть 
вещества проникает в мозг и вызывает некоторое угнетение 


фермента. 

В случае неионизированных соединений проницаемость за- 
висит от их жирорастворимости. Чем ниже величина коэффи- 
циента распределения жир — вода, тем труднее проникают ве- 
щества через барьер и тем меньше тормозят холинэстеразу моз- 
га. Например, активный метаболит шрадана отличается очень 
плохой растворимостью в жирах, и в соответствии с этим при 
введении шрадана крысам угнетение холинэстеразы мозга состав- 
ляет лишь 5$, а крови —9% (Ри Во!$ её а|., 1950). Метаболит 
мипафокса несколько лучше растворим в жирах, и при той же 
степени угнетения холинэстеразы крови фермент мозга угне- 
тается на 37% (ОКтаКка е| а|., 1954). Фосфакол, зарин и ДФФ 
характеризуются высокой жирорастворимостью, поэтому приот- 
равлении этими ядами обычно наблюдают одинаковую степень 
угнетения холинэстеразы крови и мозга (ОБегз Сризепзеп, 
1956; Ке\Ие, 1957; Кеми, МаснтапзоНл, 1957). 

Сравнительное исследование инактивации холинэстеразы 
разных тканей при отравлении мышей армином и фосарбином 
показало, что при применении армина имеется полный паралле- 
лизм между угнетением холинэстеразы крови и мозга; с увели- 
чением дозы яда степень угнетения фермента крови и мозга 
возрастала совершенно одинаково. В случае использования фо- 
сарбина, особенно в небольших дозах, в крови угнетение было 

` выражено гораздо больше, чем в мозгу (Л. В. Донская и 
Р. А. Хаунина, 1963). 

При оценке данных об угнетении холинэстеразы мозга в опы- 
тах ш \уо следует иметь в виду одно очень важное обстоятель- 
ство. Дело в том, что, благодаря наличию в мозговой ткани 
большого количества жироподобных веществ, там в большей 
мере, чем в других тканях, проявляется способность этих ве- 
ществ экстрагировать жирорастворимые ФОС из водной фазы. 
Та часть ФОС, которая перешла в жировой раствор, способна 
длительное время сохранять свою активность, но вместе с тем 
она не угнетает холинэстеразу, потому что отделена от нее про- 
странственно. Когда же в ходе опыта мозг подвергают гомоге- 
низации, у этой части ФОС возникает возможность вступить в 
контакт с холинэстеразой и вызвать дополнительное угнетение 
фермента. Поэтому нередко, особенно в кратковременных опы- 
тах, наблюдаемое угнетение холинэстеразы выше, чем то, кото- 
рое имеет место в действительности в неповрежденном мозгу: 
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Для избежания этого артефакта предложено несколько методи- 
ческих приемов. Одни авторы гомогенизируют мозг в присут- 
ствии ацетилхолина, который, как известно, защищает холин- 
эстеразу от угнетения ФОС (5спаитапп, 1960); другие учиты- 
вают наличие свободного яда путем определения в отдельной 
пробе способности исследуемого мозга угнетать холинэстеразу 
мозга контрольного животного (КоеШе, З{етег, 1956), третьи 
экстрагируют избыток активного ФОС хлороформом (Кем, 
1957) или обрабатывают препарат мозга А эстеразой для раз- 
рушения свободного яда (Ра\15оп, 1955). Применение всех этих 
приемов может дать различный эффект, который в очень боль- 
шой степени зависит от деталей техники (ЗсаЦе, Зпизет, 1960). 
Большое число исследований посвящено восстановлению ак- 
тивности холинэстеразы после отравления ФОС. Этот процесс 
зависит от природы ФОС и вида животного, а также от того, в 
каком органе определяется холинэстераза. Как правило, восста- 
новление происходит очень медленно. Например, после ингаля- 
ционного воздействия парами зарина на крыс активность холин- 
эстеразы эритроцитов достигала исходного уровня через 48 дней, 
а холинэстеразы мозга — через 140 дней (ОБегз Сии$епзен, 
1956). По данным Гроба и др. (1947), восстановление активно- 
сти холинэстеразы эритроцитов после введения людям ДФФ по 
скорости совпадает с обновлением эритроцитов (1,2% в день), 
что свидетельствует о практически необратимом угнетении фер- 
мента. В нервной ткани спонтанная реактивация холинэстера- 
зы, угнетенной ДФФ, тоже не происходит (Коешю, КоеПе, 1961). 
В отличие от этого, холинэстераза эритроцитов крыс, угнетен- 
ная диметил-п-нитрофенилфосфатом, восстанавливается сравни- 
тельно быстро (на 100% через 40 4), что, вероятно, связано с 
быстрой спонтанной реактивацией фермента после угнетения 
диметоксипроизводными (\Уап4екиг, Неаёв, 1957). Л. В. Дон- 
ская и Р. А. Хаунина (1961) показали, что холинэстераза кро- 
ви и мозга мышей, отравленных армином и фосарбином, вос- 
станавливается значительно быстрее, чем у животных, получив- 
ших ДФФ. 
ее подробное исследование динамики НЕ 
НИС холинэстеразы тоже выявило ЕН В НО 
ее от природы ФОС. Так, в опытах на овц ы : 
‚ Что восстановление активности холинэстеразы эритро 
на после отравления ТЭПФ, зарином и Диет 
Е. о а. оо В место 
не тогда как в случае применения д ее. Бег 
таза ерно медленный прирост активности и: е я Онтаи 
Ной у, 1960а, 6). Быстрая фаза, вероятно, связ 
реактивацией. а 
ДФф.ь Панюков (1963) показал, что после отравления кр о 
р восстановление активности холинэстеразы мозга пр 
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исходит более или менее равномерно со средней скоростью 


1,01% в день. Примерно с такой же скоростью (1,17% в дель) 
происходило и снижение радиоактивности белково-липидной 
фракции мозга. Таким образом, процесс новообразования Хо. 
линэстеразы в мозгу после отравления ДФФ по скорости соот. 
ветствует распаду комплекса белок — ДФФ. 

Мункнер и др. (МипКпег её а1., 1961) определяли активность 
холинэстеразы плазмы у людей после введения им ДФФ-р» 
Исходя из необратимости угнетения холинэстеразы этим ФОС, 
по длительности существования Р?3? в крови они рассчитали, что 
ложная холинэстераза плазмы у человека обновляется наполо- 
вину за 16 дней. 

Заслуживает внимания, что в некоторых случаях повле от 
равления ФОС фермент достигает активности, значительно пре- 
вышающей исходный уровень. Например, после отравления 
цыплят ДФФ активность холинэстеразы плазмы достигла 
1004 через 7—8 дней, а через 30—32 дня она составляла 250%. 
Зарин не давал такого эффекта (АизНи, Рау1ез, 1954). 

В непосредственной связи с инактивацией холинэстеразы на- 
ходится изменение ацетилхолинового обмена, наступающее при 
отравлении ФОС (Тог4а, \МоШ, 1947; КоеПе, СИЙтап, 1949). Уже 
сравнительно давно было получено много данных об ацетилхо- 
линоподобном действии ФОС на мускулатуру глаза, кишечника 
и сердца. Реакция на ацетилхолин У отравленных животных 
резко повышается и остается повышенной в течение нескольких 
дней. Прямые определения содержания ацетилхолина в мозгу 
показали, что уже в начальных стадиях отравления, когда судо- 
роги еще не появляются, отмечается значительное нарастание 
количества общего и, особенно, свободного ацетилхолина в коре 
больших полушарий и продолговатом мозгу. В дальнейшем, в 


период развития судорог содержание ацетилхолина нарастает 
еще больше (М!сВае!1з е{ а1., 1954). 


Другие изменения 


Действие ФОС на обмен веществ в организме не ограничи- 
вается их влиянием на превращения ацетилхолина. Голд и др: 
(Со её а1., 1957) показали, что отравление собак тиофосом и 


ного и дыхательного аци- 


яда и тяжестью наступающих нарушений 


торы объясняют это тем, что нарушения обмена связаны не 
только с прямым действием яд; 
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асфиксии. Искусственное дыхание снимало часть нарушений, но 
гиперфосфатемия сохранялась. У атропинизированных собак ги- 
пергликемии не наблюдалось. 

Многократное введение малых доз ДФФ или паратиона кры- 
сам не влияло на содержание и распределение воды и электро- 
литов в организме (\МеПег её а|., 1955). 

Некоторые ФОС (тиофос, октаметил) при введении в орга- 
низм повышают проницаемость гемато-энцефалического барьера 
для п-аминобензосульфамида. Однако это действие нельзя объ- 
яснить их антихолинэстеразной активностью, так как другие 
вещества, угнетающие холинэстеразу (ДФФ, зарин, эзерин), не 
влияли на скорость перехода сульфамида из крови в мозг (Рац- 
1еЁ её а|., 1957). 

Интересное свойство ФОС было отмечено Поле и Клане 
(Рашеь СШапеф 1957), которые показали, что после введения 
собакам ДФФ или ТЭПФ существенно снижается способность 
сыворотки животных связывать добавленный гистамин. Это 
действие ФОС коррелировало с их угнетающим влиянием на 
холинэстеразу эритроцитов, но не плазмы. 

При отравлениях ФОС наблюдалось изменение активности 
не только тех ферментов, которые проявляют к ФОС специфи- 
ческую чувствительность. Отравление кошек фосфамидом и ме- 
тилэтилтиофосом вызывало снижение активности каталазы и 
увеличение активности пероксидазы крови (Т. Н. Паньшина, 
1961). У собак, наоборот, активность каталазы повышалась 
(Д. В. Кириленко и др., 1957). У человека, отравленного пара- 
тионом, значительно повышалась активность альдолазы крови 
(СазШа еЁ а|., 1960). У крысе отравление фосфаколом приводило 
К заметному снижению активности моноаминоксидазы в мозгу 
и печени (Д. В. Кириленко, 1961). 

Многие авторы наблюдали у отравленных животных сниже- 
ние содержания калия в плазме крови (Нагага, Рейса, 1954а, 6; 
Рашер Сод, 1958). Несколько уменьшалось содержание на- 
трия и значительно — кальция (СазшШа, 1961). Аналогичные из- 
менения были найдены и у человека при профессиональном от- 
равлении паратионом (Саз\а, 1960а). 

Гистохимическими исследованиями’ было установлено, что 
при отравлении животных ФОС у них снижается содержание 
рибонуклеиновой кислоты как в клетках головного мозга 
(В. В. Соколовский, 1959), так и в клетках желудка, поджелу- 
Дочной железы и кишечника (Юань Ли-юнь, 1961). 

Под влиянием паратиона в митохондриях печени крыс на- 
блюдалось разобщение окислительного фосфорилирования. Па- 
Ратион не влиял на аденозинтрифосфатазу митохондрий, но рез- 
ко угнетал активирующее действие динитрофенола на этот фер- 
мент (СашБа е# а|., 1962), 
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При хроническом отравлении крыс и кур паратионом в нерв. 


ной ткани отмечалось резкое подавление биосинтеза липидов. 


(Мато, КаглоузКу, 1961). У мышей введение ДФФ заметно 
снижало включение РЗ? в общие фосфолипиды и рибонуклеи- 
новую кислоту ткани мозга (№ оп, Вагпит, 1960). У людей, 
находившихся в контакте с ФОС, отмечались нарушения свер- 
тывания крови (КаиЙа, Но|пег, 1961). Г. Н. Пленина (1961) 
показала, что введение крысам шрадана сопровождается изме- 
нением белкового состава крови: содержание альбумина и 1-гло- 
булина увеличивается, а концентрация а и, особенно, В-глобули- 
нов уменьшается. 

Клуэ и Велш (С1оце, \МаезсВ, 1963) нашли, что внутрици- 
стернальное введение крысам вещества 217АО приводит к уси- 
лению обмена белков мозга, выражающемуся в повышении 
включения лизина-С14 в белки мозговой ткани, особенно в белки 
микросомной фракции. В то же время внутримышечное введе- 
ние крысам фосфакола в судорожных дозах не влияло ни на 
включение метионина — 535 в суммарные белки мозга, печени 
и почек. (В. И. Розенгарт и М. Н. Маслова, 1956), ни на вклю- 
чение фосфата — РЗ? в фосфопротеиды мозга (Е. К. Балашова 
и др., 1958, 1960). 

М. Н. Маслова и В. И. Розенгарт (1963) наблюдали отчет- 
ливо выраженное изменение содержания 1-аминомасляной кис- 
лоты в мозгу животных, отравленных ДФФ. У крыс в начале 
судорожного периода содержание +4-аминомасляной кислоты 
снижалось, затем нормализовалось, а через 30 мин достоверно 
повышалось. Повышение уровня 1-аминомасляной кислоты при 
длительных судорогах, вызванных ДФФ, наблюдалось также 
у кошек. 

Из изложенного видно, что при отравлении животных и Че- 
ловека ФОС наблюдается множество самых различных нару- 
шений обмена веществ. Многие из этих нарушений не носят 
строго специфического для ФОС характера и не обусловлены 
прямым действием ФОС на те или иные ферменты. Однако при 
оценке общего состояния отравленных животных и при разра- 
ботке средств патогенетической и симптоматической терапии с 
этими нарушениями следует считаться, 


ПАТОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ 


Патоморфологические изменения свидетельствуют о резких 
расстройствах кровообращения (диффузное полнокровие сосу- 
дов, расширение капилляров, отек легких, мозга и других орга- 
нов) и дистрофических изменениях паренхиматозных органов. 

Е. И. Спыну (1957) приводит описание патоморфологических 
изменений в органах при пероральном отравлении 18 кошек 
смертельной дозой тиофоса, В опытах автора кошки погибали 
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спустя 40—60 мин после затравки. На вскрытии у животных 
был обнаружен отек мозга, выраженное полнокровие в легких, 
сердце, печени, почках, селезенке. Изменения сердечной мышцы 
у большинства животных свидетельствовали о наличии воспа- 
лительного процесса в миокарде. У части животных в миокарде 
были обнаружены дистрофические изменения. В одном случае 
наряду с полнокровием обнаружен отек легких, в двух случаях 
отмечены бронхопневмонические очаги. Изменения в печени со- 
стояли в острых дистрофических нарушениях в виде мутного 
набухания и вакуольного перерождения с единичными внутри- 
дольковыми мелкоочаговыми некрозами. В почках одиннадцати 
животных были обнаружены дистрофические расстройства (мут- 
ное набухание эпителия извитых канальцев), в двух случаях 
имели место воспалительные изменения типа острого экстрака- 
пиллярного гломерулонефрита. 

Заслуживают внимания сообщения ряда авторов о наличии 
отека легких при отравлении ФОС (РаПетаспе, 1954). В этом 
отношении имеются и клинические наблюдения (\/Ш, 1954). 
Известно также, что ацетилхолин благодаря своему действию 
на сосуды вызывает отек легких. На этом основании можно 
предположить, что и при интоксикации ФОС, сопровождаю- 
щейся накоплением в организме ацетилхолина, этот механизм 
может иметь место. Однако основное значение, по-видимому, 
имеет бронхоспазм. 

Большой интерес представляют данные о морфологических 
изменениях в центральной и периферической нервной системе, 
поскольку речь идет о синаптических ядах. 

Ю. С. Каган и Е. И. Маковская (1957) отмечают, что у жи- 
вотных с выраженной клинической картиной отравления мер- 
каптофосом обнаруживаются поражения нервных клеток голов- 
ного мозга в виде острых дистрофических и некробиотических 
изменений. Наиболее тяжелые изменения отмечаются в нервных 
клетках коры головного мозга, мозжечка и продолговатого 
мозга. 

Однотипные морфологические изменения вызывают и другие 
ФОС — карбофос, тиофос, метафос и др. (Е. И. Маковская, 
1962). Автор считает, что эти изменения не являются специфич- 
ными для ФОС. Иного мнения придерживается ВВ: Русских 
(1962), не без оснований утверждающий, что в своеобразной 
морфологической картине энцефалопатии, вызванной ФОС, на- 
Ряду с изменениями общетоксического характера имеются спе- 
цифические структурные изменения синаптического аппарата, 
связанные с антихолинэстеразными свойствами ФОС (умень- 
шение размеров синапсов в клетках спинного мозга и их чрезмер- 
ная импрегнация солями серебра, деформирование синапсов, 
утолщение и распад пресинаптических волокон и др.). 
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Демиелинизация не является характерной для большинства 
ФОС и постоянно наблюдается, по-видимому, только при отра- 
влении ДФФ, тиофосом и ТОКФ. 


ОБЩИЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ О МЕХАНИЗМЕ ДЕЙСТВИЯ $ОС 


Как было указано выше, клиническая картина отравления 
ФОС носит весьма своеобразный характер и в значительной ме- 
ре напоминает токсическое действие эзерина и других антихо- 
линэстеразных веществ. Поэтому естественно, что еще в первых 
исследованиях, посвященных изучению действия ФОС, была сде- 
лана попытка увязать развитие симптомов при отравлении эти- 
ми соединениями с угнетением активности холинэстеразы (Масв- 
тапзорп, 1947). 

В дальнейшем эта мысль была подкреплена многочислен- 
ными работами, установившими, что у животных, отравленных 
ФОС, как правило, наблюдается резкое угнетение холинэстераз- 
ной активности всех органов и особенно центральной нервной 
системы. Постепенно угнетению этого фермента стали прида- 
вать все большее и большее значение в оценке токсического 
действия ядов, и в конце концов создалась так называемая 
антихолинэстеразная теория действия 


ФОС, которая в тече- 
ние короткого времени получила очень широкое распростране- 
ние. 


Согласно этой теории, угнетение холинэстеразы является 
единственным патогенетическим фактором в действии ФОС. 
Благодаря прекращению или значительному уменьшению раз- 
рушения ацетилхолина, последний накапливается в тканях в 
токсической концентрации и обусловливает все многообразие 
клинической картины отравления. Возрастание концентрации! 
свободного ацетилхолина в крови и тканях животных, отрав- 
ленных ФОС, в частности в центральной нервной системе, было 


показано прямыми определениями (КоеПе, @Йтап, 1949; М1- 
свае!$ и др., 1954). 


Многие исследователи установили, 
мость между степенью угнетения холинэстеразной активности и 


тяжестью поражения. В случае смертельных отравлений. гибель 
животных, как правило, наст 


что существует зависи- 


указывающие на`существова-. 
ю угнетения холинэстеразы раз- 
ью соответствующих эффектов.. 
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Таблица 36 


Связь между дозой ДФФ, симптомами отравления и активностью 
холинэстеразы мозга (Егеефтап, Нипжусв, 1948) 


ЕЕ НЕЕ ЕЕ ЕН 


НЫ Симптомы отравления и 
Е ЕЕ НЕНИИкВНЕНЕАНН Инне 
0 917 
0,5 Сокращение мышц рта, экзо- 256—409 
фтальм 
10 Дрожь, фасцикулярные сокраще- 60—178 
ния мышц, слабость задних конеч- 
ностей 
20 Повышенное слюноотделение, 20—39 
дрожь, повышенная реактивность 
3,0 Судороги и смерть 11—16 


Макворт и Уэбб (Маск\уог, \еьЬ, 1948) обнаружили, что в 
ряду фосфорорганических соединений, исследованных ими, 
имеется параллелизм между токсическим действием, миотиче- 
ским эффектом и способностью угнетать активность холинэсте- 
разы. 

Рикер и Веско (Е1сКег, \езсое, 1949) нашли, что при введе- 
нии ДФФ начальное усиление ответной реакции подчелюстной 
железы на стимуляцию секреторного нерва происходит при Уг- 
нетении холинэстеразы этого органа на 50%. По мере дальней- 
шего падения активности холинэстеразы секреция слюны про- 
грессивно возрастала. Близкие отношения наблюдали Камийо 
и Келле (КашЦо, КоеПе, 1952) в опытах на верхнем шейном 
ганглии. Изменение реакции третьего века на введение ДФФ 
было связано исключительно с угнетением истинной холинэсте- 
разы. 

В соответствии с антихолинэстеразной теорией находятся и 
другие важные наблюдения, свидетельствующие о существова- 
нии конкуренции между обратимыми ингибиторами холинэсте- 
разы (прозерин, эзерин) и ФОС за активные центры фермента. 
В опытах ш уЙго было показано, что предварительное введение 
прозерина или эзерина защищает холинэстеразу от последую- 
щего угнетения ФОС (Вигеег, 1949). Более того, оказалось, что 
введение прозерина или эзерина животным предупреждает дей- 
ствие ФОС на глаза, поперечнополосатую мышцу и другие ор- 
ганы и защищает животных от токсических доз ядов (КоеЦе, 
О тап, 1946, 1949; Козег, 1946). 

Способностью защищать организм животных от токсиче- 
ского действия ФОС и предотвращать гибель при введении 
смертельных доз ядов обладают некоторые вещества, способные 


реактивировать холинэстеразу, угнетенную ФОС. 
Все эти факты хорошо согласуются с многочисленными экс- 


периментальными данными о действии фосфорорганических со- 
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ет. 


единений на отдельные периферические органы и системы, где 
в большинстве случаев все явления нарушения функции удает- 
ся связать с замедленным распадом ацетилхолина и накопле- 
нием его в соответствующих тканях. Действительно, картина из- 
менений деятельности сердца, желудочно-кишечного тракта, 
бронхов сходна с тем, что наблюдается при раздражении блу- 
ждающего нерва. Ритм сердечной деятельности замедляется, 
иногда даже происходит кратковременная остановка сердца. 
Резко повышается тонус и моторная функция всех отделов же-_ 
лудочно-кишечного тракта, что сопровождается рвотой и поно- 

сом. Появляется спазм бронхов, вызывающий затруднение ды- 

хания. Повышается выделение слюны ‘и слизи из дыхательных 

путей. Отмечается слезотечение. При больших дозах яда разви- 

вается блок атриовентрикулярного проведения и прогрессивно 

падает кровяное давление. Чувствительность всех этих систем 

к ацетилхолину оказывается резко повышенной. 

В полном соответствии с этим находится тот факт, что мно- 
гие холинолитики (атропин, пентафен и др.) обладают выра- 
женным лечебным действием при отравлениях ФОС. 

На основании изложенных выше данных многие авторы при- 
шли к заключению, что антихолинэстеразное действие ФОС яв- 
ляется не только основным, но и единственным фактором, ле- 
жащим в основе токсического влияния этих веществ на орга- 
НИЗМ ЖИВОТНЫХ. 

Вместе с тем, в ходе изучения действия фосфорорганических 
ядов на организм постепенно стали накапливаться факты, ко- 
торые не поддаются объяснению с точки зрения антихолинэсте- 
разной теории. Прежде всего оказалось неясным, действительно 
ли существует достаточно четкая корреляция между токсично- 
стью ФОС и их антихолинэстеразной активностью. 

_В обзорной работе Касида (Саз1а, 1956) сделал попытку 
обобщить имеющиеся по этому вопросу данные. Для этого он 
пересчитал результаты исследований многих авторов в отно- 
шении ФОС самого различного строения и полученные значения 
отложил в виде точек в системе координат, где абсцисса выра- 
жала антихолинэстеразную активность веществ, а ордината — их 
токсичность. Четкой корреляции между этими двумя свойствами 
получить не удалось. 

Ю. С. Каган (1962) повторил эту попытку для большого чис- 
ла исследованных им соединений. К сожалению, антихолинэсте- 
разную активность он определял на ложной, а не на истинной 
холинэстеразе. Результаты его опытов представлены на рис. 39. 

Рисунок показывает, что в целом четкой корреляции между ан- 
‘тихолинэстеразной активностью и токсичностью нет. Среди изу- 
ченных Ю. С. Каганом соединений найдены все возможные со- 
четания этих двух свойств: 1) вещества с высокой антихолин- 
эстеразной активностью и высокой токсичностью; 2) вещества 
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а -ф-кч 


с высокой активностью и низкой токсичностью; 3) вещества с 
низкой активностью и высокой токсичностью; 4) вещества с низ- 
кой активностью и низкой токсичностью. 

Необходимо подчеркнуть, что в третью грунпу (низкая анти- 
холинэстеразная активность 1п УЙго и высокая токсичность) 
входили главным образом тионовые соединения (содержащие 
группу Р=5$) и амиды фосфорных кислот, т. е. как раз те ве- 
щества, которые подвергаются в организме биологической ак- 
тивации. 

Хит (Неа, 1961) произвел аналогичное сопоставление на 
основе анализа большого числа литературных источников. Од- 


107 ЛДу (мми молей/ка) 


А 6 
9 Лу [мол] РИ! 


Рис. 39. — Сопоставле- Рис. 40. Корреляция между ЛДо 
ние антихолинэстеразной и рю для 25 ФОС (Неа, 
активности и токсич- 1961). 

сю. а Объяснения в тексте. 


Объяснения в тексте. 


нако к отбору данных он подошел с большой осторожностью. 
Во-первых, он использовал только те результаты, в которых ан- 
тихолинэстеразное действие определялось на истинной холин- 
эстеразе. Во-вторых, он исключил все вещества, которые не об- 
ладают прямым антихолинэстеразным действием, а подвергают- 
ся активации в организме (шрадан, димефокс, паратион и др.). 
В-третьих, он учитывал только те данные, которые касаются 
токсичности при внутривенном введении, чтобы исключить раз- 
личия, зависящие от скорости всасывания веществ в кровь. 
В-четвертых, он ограничил обобщаемые им данные только ис- 
следованиями на мышах, крысах и кроликах, чтобы, по возмож- 
ности, уменьшить влияние видовых различий. Таким путем ему 
Удалось отобрать 25 соединений, токсичность и антихолинэсте- 
разная активность которых были точно определены. На рис. 40 
представлены результаты этого обобщения. Рисунок показы- 
вает, что при некотором ограничении в отборе веществ зависи- 
мость между токсичностью И способностью угнетать холинэсте- 
разу проявляется с большой убедительностью, 
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Вместе с тем, нельзя сбросить со счетов большое количе- 
ство фактов, когда в руках одного автора при исследовании 
близких по строению ФОС на одном и том же виде животных 
такая зависимость отсутствовала. ь 

Так, Хоббигер (НоБЫвсег, 1954а) исследовал большой ряд 
диалкилфосфорилпроизводных аминофенола и хинолина и пока- 
зал отсутствие параллелизма между токсичностью изученных 
соединений и их способностью угнетать активность инстинной 
холинэстеразы. 

Особенно ярко это несоответствие проявилось в группе ди- 
алкоксипроизводных фосфорилтиохолина (Ташштейи, 19586). 
Два вещества этой группы — диэтокси- и диизопропоксифосфо- 
рилтиохолин, очень близкие по строению, резко отличались по 
способности угнетать истинную холинэстеразу: диэтоксипроиз- 
водное оказалось в 100 раз более мощным ингибитором фермен- 
та. В то же время его токсичность для мышей (ЛД = 
= 0,35 мг/кг) была в 2 раза ниже токсичности диизопропокси- 
фосфорилтиохолина (ЛДь = 0,19 мг/кг). 

Г. Ф. Ржевская (1960) исследовала свойства большого числа * 
близких по строению смешанных эфиров этилфосфиновой кис- 
лоты и тоже показала отсутствие параллелизма между токсич- 
ностью и антихолинэстеразной активностью соединений. Ана- 
логичные результаты получила И. В. Заиконникова (1962). 

Следующая группа фактов, не укладывающихся в антихо- 
линэстеразную теорию, состоит в возможности существования 
животных при условии полного угнетения холинэстеразной ак- 
тивности мозга. Это было показано еще в одной из первых ра- 
бот, посвященных изучению действия ДФФ (Магиг, ВодапзКу, 
1946). Авторы отмечали, что некоторые животные почти бес- 
симптомно переносили отравление ДФФ. Однако при исследо- 
вании их мозга после умерщвления оказалось, что холинэсте- 
раза была угнетена практически полностью. Было установлено, 
что постепенное введение малых доз фтористого аналога табуна 
может привести к полному угнетению активности холинэстеразы 

мозга, несмотря на то, что симптомы отравления даже не воз- 
никают. Гейманс и Джекоб (Неутапз, ТасоЪ, 1947) показали, 
что в известных условиях собаке может быть введена большая 
доза ДФФ внутривенно, причем наступает полное угнетение ак- 
тивности холинэстеразы мозга, крови и сердца, однако не на- 
блюдается изменений <о стороны прямой и рефлекторной воз- 
будимости дыхательного центра и центра блуждающего нерва. 
Необходимо отметить, что к оценке этих данных следует подхо- 
дить с осторожностью, так как известно, что полное угнетение 
холинэстеразы мозга может быть артефактом, зависящим от 
сохранения некоторого количества свободного’ ФОС в ткани 


мозга и последующего угнетения фермен та при гом ге 
ог 
” низации 
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Против антихолинэстеразной теории говорит интересное на- 
блюдение Карчмара и Копаньи (Кагсгтаг, Коррапуь, 1953), ко- 
торые показали, что ДФФ в концентрации 10-° М смертелен для 
эмбриона хвостатой амфибии АтЬ|${юота рипфайит на той ста- 
дии развития, когда он вообще не содержит холинэстеразы. 

Выше были приведены работы, в которых антихолинэстераз- 
ное действие ФОС прямо сопоставлялось с их влиянием на от- 
дельные функции, причем был установлен параллелизм между 
степенью угнетения холинэстеразы и выраженностью соответ- 
ствующих эффектов. Оказалось, однако, что подобные отноше- 
ния отмечаются не во всех случаях. Копаньи и Карчмар (1951) 
изучали способность фосфорорганических ядов потенцировать 
ганглионарные прессорные эффекты ацетилхолина на атропини- 
зированных собаках. Было показано, что действие этих ядов не 
связано с их способностью тормозить активность холинэстеразы. 
Так, одинаковый эффект при действии разных ядов достигался 
независимо от их антихолинэстеразной активности; даже после 
полного угнетения холинэстеразы дальнейшее увеличение дозы 
яда приводило к соответствующему усилению эффекта. 

Согласно данным Мак-Намары (МеМатага её аГ., 1951, 
1954), ДФФ вызывает обратимое торможение амплитуды потен- 
циала действия нерва и ответа мышцы на нервно-мышечиом 
препарате кошки. Авторы полагают, что этот эффект ДФФ 
иной, чем действие на холинэстеразу, так как, несмотря на не- 
обратимое угнетение фермента, действие на нервно-мышечную 
проводимость является обратимым. 

В исследовании Робинсона и др. (КоМпзоп её а|., 1954) бы- 
ло установлено, что введение кошкам и крысам ДФФ приводит 
к угасанию коленного рефлекса, причем через короткое время 
рефлекс спонтанно восстанавливается. Повторное введение яда 
снова угнетало рефлекс, и опять можно было наблюдать восста- 
новление Оказалось, что не существует никакой корреляции 
между этим периодическим изменением рефлекторной деятель- 
ности и активностью холинэстеразы центральной нервной си- 
стемы. Уже первое введение ДФФ приводило к резкому угне- 
тению фермента, и в дальнейшем его активность оставалась за- 
торможенной. 

Остин и Дэвис (АизЯп, Рамез, 1954) показали, что и разви- 
тие параличей, вызываемое введением ДФФ цыплятам, не связа- 
но с инактивацией холинэстеразы. По данным И. В. Комисса- 
рова (1957), действие фосфакола на флексорные рефлексы тоже 
нельзя полностью объяснить угнетением холинэстеразы. 

Поле (Рашеф, 1956) и Поле и Андре (Рац!е{, Апаге, 1957) 

в опытах на собаках сопоставляли антихолинэстеразное дей- 

ствие различных ФОС с их способностью нарушать функцию 

дыхательного центра, которую они оценивали путем регистра- 
ции частоты дыханий, легочной вентиляции и определения пря- 
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мой и рефлекторной возбудимости; в этих опытах также не 
ло отмечено никакого параллелизма между нарушениями функ-_ 
ции дыхательного центра под действием ФОС и степенью тор. 
можения холинэстеразы продолговатого мозга. и 
На основании изучения действия различных ФОоС на слюн- 
ные, кишечные и желудочные железы К. С. Шадурский и сотр. 
пришли к заключению, что антихолинэстеразное действие ФОоС 
является только начальным, так как даже в периоде восстано- 
вления активности холинэстеразы продолжается увеличение се- 
креции. 
Подводя итог всем изложенным данным, можно заключить, 
что ФОС наряду с антихолинэстеразным‘ действием обладают 
способностью непосредственно влиять на’ эффекторные струк- 
туры органов. Существуют, прямые экспериментальные данные, 
подтверждающие этот вывод. Так, Вербек (У\егЬесе, 1949) по- 
казал, что брадикардия, вызываемая большими дозами ДФФ, 
является следствием прямой стимуляции внутрисердечных ган- 
глиев. 
В пользу непосредственного действия ФОС на ганглии убе- 
дительные данные приводят Т. М. Турпаев и Т. Г. Путинцева 
- (1957). Они показали, что предварительное выключение внутри- 
органных ганглиев изолированного отрезка кишечника охла- 
ждением или фармакологическими ганглиоблокирующими веще- 
ствами снимает эффект действия фосфакола на кишку. При по- 
вторных воздействиях фосфакола кишка способна отвечать 
только на 3—4 последовательных введения этого вещества, пос- 
ле чего реакция исчезает — по-видимому, также вследствие дей- 
ствия фосфакола на ганглии (паралитическая фаза действия). 
“Снятие никотином эффекта действия фосфакола на предсердие 
кошки, а также отсутствие его действия на безнервное образова- 
ние (амнион 7—8-дневного куриного зародыша) с сохранением 
увствительности этих перепаратов к ацетилхолину также сви- 
цетельствуют о зависимости действия фосфакола от наличия 
_ внутриорганного ганглионарного аппарата (Т. М. Турпаев и 
Т. Г. Путинцева, 1957). 
_— Анализируя действие моноизонитрозоацетона (МИНА) при 
_ отравлении крыс и собак зарином, Фулу (Еоиоицх, 1958) уста- 
новил, что существует параллелизм во влиянии МИНА на эф- 
фекты зарина и никотина. Это позволило ему заключить, что 
токсичность зарина обусловлена не только способностью угне- 
: тать холинэстеразу, но и прямым действием на ганглионарные 
_ рецепторы. ь 
_  Фредрикссон‘и Тиблинг (ЕгедгКззоп, ТЬЬИас, 1959) пока- 
_ зали, что различные производные фосфорилхолина вызывают 
сокращение прямой мышцы живота лягушки и 12-перстной киш- 
ки кролика, несмотря на то, что холинэстераза в этих препара- 
тах была полностью угнетена предварительной обработкой 
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зарином. Найденный эффект был отнесен за счет прямого дей- 
ствия на рецепторы. Аналогичные результаты несколько ранее 
были получены при изучении действия фосфорилхолинов на кро- 
вяное давление кошки (Егедг!кззоп, 1958а, б). 

Нервно-мышечный блок, развивающийся после введения 
ФОС, вероятно, связан не только с деполяризующим действием 
накопившегося ацетилхолина, но и с прямым действием ФОС 
на нервно-мышечные синапсы, так как он может быть воспро- 
изведен и после полного угнетения холинэстеразы в мышце 
(Мига её а1., 1955). 

Никотиноподобные эффекты ФОС, возможно, связанные и 
с прямым действием веществ на Н-холинореактивные системы, 
изучены крайне недостаточно. Имеются, однако, данные с други- 
ми антихолинэстеразными соединениями, из которых явствует, 
что эзерин и прозерин обладают так называемым «побочным» 
действием, которое объединяет эффекты непосредственного 
влияния на холинореактивные системы (Ее!ЧБего, 1945). По- 
видимому, и антимиастенический эффект прозерина и оксами- 
зила (амбеноний) связан не только с их способностью угнетать 
холинэстеразу (Л. Б. Перельман и др., 1962). Полагают, что не- 
посредственное влияние ФОС на Н-холинореактивные системы 
проявляется главным образом в случае введения больших доз 
яда, а также при хронических интоксикациях. На этом осно- 
вании некоторые авторы считают, что механизм действия малых 
и больших доз ФОС неодинаков (РагКез, Засга, 1954). 

Известную способность ФОС сенсибилизировать ткани по от- 
ношению к ацетилхолину справедливо объясняли антихолин- 
эстеразным действием. Однако постепенно стали появляться 
данные, свидетельствующие о том, что холиносенсибилизирующее 
действие ФОС нельзя приписать исключительно угнетению хо- 
линэстеразы. Так, Коэн и Постумус (Совеп, Роз{итиз, 1955, 
1957) в опытах на прямой мышце живота лягушки и на нервно- 
мышечном препарате крыс установили, что ДФФ и зарин в низ- 
ких концентрациях сенсибилизируют мышцу не только к аце- 
тилхолину, но и к бутирилхолину и сукцинилхолину, т. е. к 
веществам, которые не гидролизуются под действием холинэсте- 
разы мышечной ткани. Перечисленные яды сенсибилизировали 
мышцу также к холину, декаметонию и тензилону, которые во- 
обще не являются эфирами. Сенсибилизирующее действие ДФФ 
и зарина, в отличие от их способности угнетать холинэстеразу, 
оказалось обратимым и могло быть снято повторным промыва- 
нием мышцы раствором Рингера. 

Аналогичные результаты были получены и в опытах С. Н. Го- 
ликова и др. (1958), в которых фосфакол сенсибилизировал пря- 
мую мышцу живота не только к ацетилхолину, но и к карбохо- 
лину, который не разрушается холинэстеразои. 
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ным механизмом исключительной роли в патогенезе интоксика- 
ции ФОС в настоящее время уже не может считаться, оправ- 
данным в связи с наличием достаточно веских доказательств в 
пользу существования прямого, помимо влияния на холинэсте- 
разу, действия ФОС на холинореактивные системы. 

Необходимо учитывать и другие возможности действия ФОС 
на холинореактивные системы. Фельдберг (Ре! ЧБегв, 1945) спра- 
ведливо замечает, что при действии различных антихолинэсте- 
раз могут наступить дополнительные изменения как в функции 
холинергических нервов, так и в реактивности рецепторов, вы- 
званные тем фактом, что на месте освобождения ацетилхолина 
больше уже не образуются, возможно, биологически активные 
продукты его гидролиза — холин и уксусная кислота. Можно 
также допустить, что холин, образовавшийся вследствие гидро- 
лиза, используется для нового синтеза ацетилхолина. Если это 
так, то предотвращение гидролиза ацетилхолина антихолинэсте- 
разным веществом будет мешать этому процессу, т. е. нарушать 
синтез ацетилхолина. Весьма вероятно, что накопление ацетил- 
холина в организме связано не только с прекращением его фер- 
ментативного гидролиза, но и с освобождением из белкового 
комплекса. Так, Ю. Г. Федорчук (1957) в опытах на перфузи- 
руемом верхнем шейном ганглии установил, что после воздей- 
ствия на ганглий количество свободного ацетилхолина в перфу- 
зате может возрастать и после полного торможения холинэсте- 
разы. 

При общей оценке патогонеза интоксикации, помимо воз- 
можности действия ФОС на холинореактивные системы, необхо- 
димо учитывать еще одно важное обстоятельство, а именно — 
различную способность ФОС проникать через гемато-энцефали- 
ческий барьер, зависящую главным образом от липидофильно-° 
сти ФОС. В результате этого различия в одних случаях основ- 
ной патологический процесс разыгрывается в центральной 
нервной системе, в других (как это имеет место при отравлении 
октаметилом, а также аммониевыми и сульфониевыми соедине- 
ниями) — на периферии. 

Известно, что многие ведущие симптомы отравления, взятые 
каждый в отдельности, могут привести к гибели ЖИВОТНОГО. 
К ним относятся: паралич дыхательного центра, бронхоспазм 
паралич диафрагмы и др. - 

В возникновении каждого из этих симптомов могут играть 
роль как центральные, так и периферические компоненты, при- 
чем относительная роль центральных и периферических влия- 
ний может меняться от случая к случаю. 

Скорость возникновения того или иного симптома, тяжесть 
его протекания и его роль в исходе интоксикации зависят не 
только от природы ФОС, но и от многих других факторов, 
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Из сказанного видно, что признание за антихолинэстераз- 
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главными из которых являются доза яда и путь его введения в 
организм, вид, возраст и пол животного, а также функциональ- 
ное состояние нервной системы. 

При изучении механизма действия ФОС на целый организм 
необходимо учитывать все эти факторы, так как каждый из них 


может оказать более или менее выраженное влияние на разви- 
тие патологического процесса. 


ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ТЕРАПИЯ ОТРАВЛЕНИЙ ФОС 


Исследования в области изыскания противоядий ФОС 


исходят из современных представлений о механизме дей- 
ствия антихолинэстеразных веществ в животном организме 
(см. стр. 290). 

Поскольку отравление ФОС обязано угнетению холинэсте- 
разы и отчасти непосредственному их действию на холиноре- 
цепторы, рациональными способами терапии следует считать 
все виды воздействия на процессы, связанные с холинергиче- 
ской передачей в организме, а также химическую нейтрализа- 
цию ФОС и торможение их активирования в организме. Основ- 
ные направления исследований по экспериментальной терапии 
интоксикаций ФОС представлены в табл. 37. 


Таблица 37 


Основные направления исследований в области экспериментальной терапии 
интоксикации ФОС 


ВИ ЕЕ ЕВЕ 


Пути воздействия Препараты 





Блокирование 


холинореактивных 
систем 


Холинолитические средства 


Реактивация холинэстеразы Гидроксамовые кислоты, оксимы 


Химическая нейтрализация ФОС > » > 


Прозерин и другие обратимые ин- 


Защита холинэстеразы от необра- 
гибиторы холинэстеразы 


тимого угнетения ФОС 


Возмещение холинэстеразы Препараты очищенной холинэсте- 


разы 


Усиление биосинтеза холинэстера- 
зы 


Подавление синтеза и освобожде- Производные дифенилгликолятов 


ния ацетилхолина 
Ускорение гидролиза ФОС 
Торможение активирования ФОС 


гемихолиний, морин 


Хлорированные углеводороды 
ЗКЕ-525А 








БЛОКИРОВАНИЕ ХОЛИНОРЕАКТИВНЫХ СИСТЕМ 


Еще в 1869 г. Шмидеберг и Коппе, выделившие из мухомо- 
ров мускарин, показали, что его эффекты противоположны 
атропину, который предупреждает или устраняет токсическое 
действие мускарина. Вскоре было установлено, что таким же 
действием атропин обладает и при отравлении эзерином. Даль- 
нейшее изучение показало, что атропином можно предупредить 
отравление кошек 15-кратными смертельными дозами эзерина 
(\\е1з, 1926). Антидотный эффект атропина по отношению к 
эзерину объясняется физиологическим антагонизмом между 
указанными веществами, как антиподами в действии на одни и 
те же системы животного организма. Таким образом, атропин 
относится к антидотам (противоядиям), предупреждающим или 
| устраняющим токсические эффекты эзерина (В. М. Карасик, 

1962). 
й = Атропин является антагонистом ФОС в их действии на М-хо- 
] линореактивные системы организма. Внутривенное или внутри- 
| мышечное введение атропина в дозе 2 мг/кг и более за несколь- 
р ко минут до отравления оказывает выраженное защитное дей- 
| \ ствие в опытах на различных животных, включая обезьян. 
| 
| 
| 


Введение атропина на фоне развившейся интоксикации оказы- 
} ) вается несколько менее эффективным, но чаще всего обеспечи- 
и вает выживание большинства животных. В ‘опытах В. Е. Саляе- 
| ва (1957) на собаках атропин, введенный на фоне остановки 
| _ Дыхания и резкого снижения артериального давления, вызван- 
ного смертельными дозами пирофоса или фосфакола, быстро 
зы восстанавливал дыхание и кровяное давление. Оказалось, что 
_ при таких условиях опытов атропин защищает собак от после- 
_ дующего введения нескольких абсолютно смертельных доз яда. 
_— На кошках и кроликах атропин также был эффективен (Но|тз- 
_ Чед%, 1951). При отравлении крыс эффективность атропина была 
_ невелика (В. С. Бурый, 1957). Согласно данным Де Кандоля 
_— и др. (Ре Сапдо! е{ а1., 1957), защитная мощность атропина при 
° отравлении различных видов животных зарином и фосфаколом 
неодинакова. Она возрастает в следующей последовательности: 
мыши < кролики < кошки < собаки < обезьяны. В таком же 
порядке (если не считать кроликов) возрастает и чувствитель- 
ность животных к этим ядам. : 
В дальнейшем, однако, выяснилось, что антагонизм атропина 
с ФОС является ограниченным. Атропин достаточно полно 
_ Устраняет только симптомы возбуждения М-холинореактивных 
систем, но вовсе не влияет на никотиноподобные эффекты ФОС 
которые в случае применения массивных доз яда могут привести 
животное к гибели. Атропин оказывает заметное действие на 
центральные эффекты ФОС как в опытах на живо ‹ ы 
тных, так и 
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при интоксикации людей, но многие авторы считают это дей- 
ствие недостаточным. 


Это послужило поводом для испытания других холинолити- 
ков в качестве антидотов ФОС. Так, оказалось, что пентафен 
в опытах на животных проявляет большую антидотную актив- 
ность, нежели атропин. Но данным В. Н. Саляева (1957), пен- 
тафен в дозе 20 мг/кг предупреждает развитие как М-, так 
и Н-холинергических симптомов и оказывает выраженный за- 
щитный эффект при отравлении крыс несколькими смертель- 
выми дозами фосфакола. Целый ряд авторов дают высокую 
оценку пентафену и подчеркивают его преимущества перед 
атропином. Гейманс (Неутапз, 1950), например, считает, что, 
в отличие от последнего, пентафен является полным антагони- 
стом ДФФ. По мнению автора, таковы же артан и дипаркол, 
В литературе можно встретить сообщение о высоких антидот- 
ных свойствах и других препаратов—например, тропацина, 
апрофена и др. Особенно интенсивно работы по изучению анти- 
дотов ФОС велись в последние годы. 

Количество соединений, испытанных с этой целью, исчис- 
ляется, вероятно, многими сотнями. 

Данные о холинолитических веществах, обладающих хоро- 
шо выраженной антидотной активностью при отравлении жи- 
вотных смертельной дозой того или иного ФОС, суммированы 
в табл. 38. Можно видеть, что исследования по изысканию анти- 
дотов ФОС охватывают почти все основные группы холинолити- 
ческих веществ ': 1) эфиры тропина и скопина (атропин, скопо- 
ламин и др.); 2) аминоалкиловые эфиры замещенных уксусных 
и гликолевых кислот (дифацил, амизил, монодрал и др.); 
3) аминоалкиловые эфиры замещенных циклоалканкарбоновых 
кислот (пентафен и др.); 4) аминоамиды замещенных уксусных 
кислот (арпенал); 5) аминоспирты — производные 1, 3-амино- 
пропанола (артан); 6) М№-аминоалкилзамещенные фенотиазины 

(аминазин). Е 

Несмотря на столь большое число испытанных соединений, 
нам не удалось найти исчерпывающего сравнительного иссле- 
дования, позволяющего вывести строгие закономерности о связи 
между химическим строением и антидотным действием этих 
веществ. о 

Намек на раскрытие общих связей между структурой и дей- 
ствием содержится в одной из последних работ Уилса (М, 
1961), где он на основании сравнения большого числа различ- 
НЫх холинолитиков считает возможным отметить как общую 
тенденцию более высокую активность соединений со сложно- 
эфирной связью по сравнению с другими типами связи. 
иниЯ классификацию холинолитических веществ см. в книге 


ег. Кузнецова и С. Н. Голикова «Синтетические атропиноподобные веще- 
ства» (1962). 
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Заслуживает также внимания вывод Люиса и др. (Ге\з 
её а|., 1955) о том, что на антидотном эффекте сильно сказы- 
вается наличие гидроксила в кислотной части аминоалкилового 
эфира и замещение фенила в кислотной части на другие цикли- 
ческие радикалы. р 

Как видно из табл. 38, число холинолитиков, обладающих 
хорошо выраженной антидотной активностью, при отравлении 
ФОС достаточно велико. Практически любой холинолитический 
препарат может быть рекомендован для лечения отравлений 
ФОС, если только у него достаточно сильным является блоки- 
рующее влияние на холинореактивные системы. Однако боль- 
шего внимания заслуживают те из них, у которых одинаково 
хорошо представлена как центральная, так и периферическая 
активность. В этом смысле из отечественных препаратов достой- 
ны внимания такие вещества, как скополамин, амизил, апро- 
фен, пентафен и тропацин. 

Анализ литературных данных показывает, однако, что иде- 
альных холинолитиков, оптимально сочетающих выраженное 
влияние на М- и Н-холинореактивные системы как в центре, 
так и и на периферии и обладающих хорошей переносимостью, 
нет. Это привело к необходимости комбинирования различных 
холинолитиков. 


Комбинирование холинолитических веществ 


Работы в этой области велись в трех основных направле- 
ниях: 1) комбинирование атропина с курареподобными веще- 
ствами и сульфатом магния; 2). комбинирование атропина с 
ганглиоблокирующими веществами; 3) комбинирование атропи- 
на с М-холинолитиками. 


Комбинирование атропина с курареподобными веществами 


Паркс и Сакра (РагКез, Засга, 1954) установили, что 4-тубо- 
курарином можно защитить мышей от смертельного отравления 
некоторыми ФОС. Если 4-тубокурарин (в дозе 0,1 мг/кг, кото- 
рая близка к смертельной) вводили мышам совместо с ФОС, то 
он повышал ЛД» ТЭПФ примерно в 3 раза; КоЗ-0412 — в 15 раз 
и Ко3-0422 —в 20 раз. Обращает на себя внимание большая 
эффективность 4-тубокурарина в случае отравления двумя по- 
следними соединениями, которые обладают преимущественно 
периферической активностью, так как содержат четвертичный 
атом азота. Механизм действия 4-тубокурарина в этих опытах 
целиком сводится к конкурентному блоку. Эффективность 
4-тубокурарина снижается по мере отдаления срока его вве- 
дения от начала действия яда (Неа, 1961), так как при этом 
прогрессивно ухудшаются условия для осуществления конку- 
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Таблица 


испытанные в качестве антидотов ФОС * 








Холинолитические вещества, 


Таблица 38 
\ * 
Холинолитические вещества, испытанные в качестве антидотов ФоС 





Название 
ФОоС 


вторы 
Название и химическая формула холинолитика Автор 
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ДФФ Коз{ег, 1946; Ме Матага е{ а|., 1946 у 
ры НН ТЭПФ НатЬигоег, 1951; — еж, 19557 

ТОВ т Е и а Тиофос Рон1аз, МаЦехз, 1951; За[егиб, Со- 

Вс СНС сн.он |, оп, 1950; \Исеши, Рошеп]ел, 951 

АТРОПИН Октаметил В. С. Бурый, 1957; Ри ВоЁз, 1949 

Фосфакол В. Н. Саляев, 1957; И. М. Шарапов 

1951; Ю. И. Лисункин, 1961 
Табун Кгор, Кипке!, 1954; Уа!4Лезо, 1961 


Зарин Ре Санйо!, МсеРвай, 1957; О’Ёеагуе 
е{ а|., 1961 
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С О а ТЭПФ Г.е\1з её а|., 1955; Доиз[аз, МаНе\уз, 
.. 





1951. 
М— ИЕ 
| СН: $ о—Сс С Н. НВг Октаметил К. А. Вятчанников, 1958 
СН—СН СН, СН.ОН 
СКОПОЛАМИН 


сни сне о 
| | к | т Тиофос Н. К. Бялко, 1957; Ю. С. Каган, 1957 
а сн „НС Октаметил В. С. Бурый, 1957 


Св сн— 6 СьНь и ре 


ТРОПАЦИН 


сели аби нет 








Продолжение 


© 

> . ь НХ 
О-о 

| | 





























Название и химическая формула холинолитика а Авторы 
О СН, ТЭПФ Магво!4, 1955 
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С Смесь мала- Егада а. Чиссаг@, 1958 
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: их паратиона 
СН О 
умен, —сн,—сн,—М№ $. НС! 
СН; УС 
А. 
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мы т Нервные га- | МИ, 1956, 1961 
СЫН ФИН, осо [вЕ. Уакй\тео, 1961 
С.Н, У 
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таблиц, ечи. олько т ев ж ли достаточно высокую антидотную актив- 
В 6 е пер слены т те соединения, ко’ оры опытах на ивотных проявили 


хо 


_ хзомазе хеъеа“е лем 


рентного блока.\Развитие нервно-мышечного блока под влия- 
нием ФОС можно было предупредить также некоторыми чет- 
зертичными аналогами атропина (№-бензилатропин и др.) и 
особенно препаратами из групп оксамидов (КипКе! её а1., 1956). 
Люис и Др. (Г.ем/з её а|., 1955) подтвердили данные в отноше- 
нии эффективности 4-тубокурарина при отравлении мышей 
ТЭПФ, при этом они применяли 4-тубокурарин в комбинации с 
атропином. Значительно более эффективным (в 20 раз) в опы- 
тах авторов был митолон в комбинации с атропином. Послед- 
ний сам по себе был неэффективен даже в высоких дозах 
(160 мг/кг), однако в комбинации с атропином он показал вы- 
сокую антидотную эффективность уже в дозе 0,13 мг/кг. При 
оценке этих результатов следует, однако, ‘иметь в виду, что ми- 
толон наряду с курареподобным действием обладает антихолин- ' 
эстеразной активностью, благодаря которой он может защи- 
щать холинэстеразу от необратимого угнетения ФОС. Возмож- 
но, именно этим и объясняется его более высокая эффективность 


’ по сравнению с 4-тубокурарином. 


Нельзя целиком исключить этот механизм и у 4-тубокурари- 


_ на, который, согласно данным Тодрика (То4пск, 1954), обла- 


дает антихолинэстеразным действием. 


Комбинирование атропина с сернокислой магнезией 


Еще в 1946 г. было показано, что внутривенное введение 
сернокислой магнезии (800 мг/кг), будучи само по себе неэф- 
фективным, при отравлении животных ДФФ значительно усили- 
вает антидотный эффект атропина у кроликов, но не у кошек, 
при этом отмечается устранение не только мускарино-, но и 
никотиноподобных симптомов интоксикации, чего не наблю- 
дается при введении одного атропина (Мо4ей, Кгоор, 1946; 
МсМатага её а|., 1951). Некоторые авторы рекомендуют серно- 
кислую магнезию для практического использования (НаизсЬИа, 
1960). Вряд ли, однако, в условиях оказания экстренной помощи 
она будет приемлёма (необходимость внутривенного введения 
больших количеств раствора магнезии). 

Вначале эффект магния объясняли конкурентным антаго- 
низмом с действием антихолинэстераз в области нервно-мышеч- 
ных синапсов. Однако Хуттер и Костиал (НиНег, КозНаь 1953) 
показали, что механизм действия ионов магния состоит также 
В уменьшении выхода ацетилхолина из нервных окончаний. 

е исключена возможность, что какое-то участие в нервно-мы- 
шечном эффекте ионов магния при отравлении ФОС играет 


м. холинэстеразы, которая может быть ускорена иона- 
магния (НоБЫвег, 1951). 
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Комбинирование атропина с ганглиоблокаторами 


Возможность усиления антидотного эффекта атропина За 
счет осуществления антатонизма в области ганглионарных си: 
напсов была изучена Парксом и Сакра (РагКез, Засга, 1954), 
Де Кандолем и Мак-Файлом (РеСап94о], МеРВай, 1954) и дру, 
гими авторами. 

При подкожном введении мышам гексония в дозе 40 ме/кг 
за несколько минут до отравления ЛД» ТЭПФ повышается при- 
мерно в 3 раза, КоЗ-0412 —в 6 раз и Ко3-0422 — в 4 раза. 

При отравлении мышей, кошек и кроликов фосфаколом пен- 
таметоний заметно усиливал антидотный эффект атропина, 
Комбинация атропина с пентаметонием была подробно обсле- 
дована Де Кандолем и Мак-Файлом в опытах с зарином на 
различных животных, в том числе и обезьянах. 

езультаты были обнадеживающие; однако часть живот- 
ных все же погибла в отдаленные сроки (в течение ближайшей 
недели). 

В опытах К. А. Вятчанникова (1958) гексоний в дозах 
5—30 мг/ке полностью предупреждал гибель мышей от отра- 
вления смертельной дозой октаметила. Защитное действие гек- 
сония при отравлении тетраэтилдитиофосфатом описано также 
в работе А. Е. Диденко (1961). Во всех рассмотренных приме- 
рах ганглиоблокирующие вещества вводились за 5—10 мин до 
отравления. Наиболее эффективным их применение было в слу- 
чае совместного введения с атропином и другими холинолити- 
ками (в опытах А. Е. Диденко — с апрофеном). 

Усиление антидотного эффекта атропина под влиянием гек- 
сония и пентония находит объяснение в их ганглиоблокирующем 
эффекте; но в последнее время появились данные, указывающие 
на возможность защиты холинэстеразы этими соединениями от 
необратимого угнетения ФОС (115Ка, Назгокоуа, 1958). 

Ганглиоблокирующие свойства пахикарпина для усиления 
антидотного действия атропина были с положительными резуль- 
татами использованы К. А. Вятчанниковым (1958, 1959). В его 
опытах пахикарпин совместно с атропином вводился мышам за 
10 мин до отравления изосистоксом и препаратом 74. Антидот- 
ный эффект бускопана при отравлении паратионом, метилпара- 
ТиоНОМ и систоксом у крыс, по-видимому, также связан с его 
ганглиоблокирующими свойствами (РесНтапп, ВоКоз2е, 1953). 
Ю. С. Каган (1961) сообщает об усилении антидотного действия 
пентафена при добавлении к нему мерпанита, обладающего 
ганглиоблокирующим действием. 

Исходя из данных о том, что курареподобные вещества и 
ганглиоблокаторы усиливают защитное действие атропина при 
отравлении ФОС, были испытаны комбинации, включающие все 
три типа холинолитиков. При этом было установлено, что такие 
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сройные» комбинации эффективнее «двойных». Независимо 
от состава смеси, во всех случаях основным антидотом был 


атропин, а Н-холинолитики являлись дополнительными сред- 
ствами (Неа, 1961). 


Комбинирование атропина с М-холинолитиками 


Стремление усилить центральные антагонистические эффек- 
ты атропина по отношению к антихолинэстеразным веществам 
повлекло за собой попытки использовать в качестве добавок к 
атропину другие холинолитические вещества, отличающиеся 
большей избирательностью как в отношении центральных, так и 
периферических М-холинореактивных систем. 

Комбинирование атропина с различными третичными холи- 
нолитиками приводит к усилению антидотного эффекта комби- 
нации. Ю. И. Лисункин (1961) исследовал комбинированное 
действие атропина со следующими холинолитиками: тропаци- 
ном, спазмолитином, тропиновым эфиром бензиловой кислоты, 
амизилом и пентафеном при отравлении мышей фосфаколом. 
Во многих комбинациях автор обнаружил синергизм типа потен- 
цирования, но сильнее всего он был выражен в случае исполь- 
зования амизила, обладающего наиболее выраженным цен- 
тральным действием. Уилс (\/Шз, 1961) провел сравнительное 
исследование эффективности большой серии (51 препарат) хо- 
линолитиков в отношении потенцирования антидотного деи- 
ствия атропина (2 мг/кг) при отравлении кроликов зарином 
(60 1/кг). Среди холинолитиков, обладающих наиболее выра- 
женным потенцирующим эффектом, были аминоспирты и про- 
изводные фенотиазина с выраженными центральными холино- 
литическими свойствами. Однако усиление эффективности про- 
исходит, видимо, не только в отношении центрального действия 
атропина, но распространяется и на ее эффекты. 
Это видно из того, что в опытах того же Уилса усиление анти- 
дотной активности атропина было достигнуто и в случае приме- 
нения холинолитиков преимущественно периферического дей- 
ствия (четвертичные аНалогй исследованных аминоспиртов и 
производных фенотиазина). 

Из всего вышеизложенного видно, что принцип антагони- 
стических отношений между холинолитическими препаратами и 

ОС нашел широкое применение в работах по эксперименталь- 
ной терапии. Применение атропина и подобных ему веществ 
подтвердило необходимость использования для лечения пора- 
жений ФОС препаратов, блокирующих М-холинореактивные си- 
стемы. Введение в круг антидотов ФОС аминазина и других 

препаратов, обладающих выраженным центральным холиноли- 
тическим действием, показало, что для достижения более пол- 
ного антагонизма с ФОС целесообразно применение веществ, 


зи 








блокирующих не только М-, но и Н-холинореактивные системы 
мозга. Наконец, использование ганглиоблокирующих и кураре. 
подобных препаратов показало важность осуществления анта- 
гонизма между ФОС и антидотом на уровне ганглионарных и 
нервно-мышечных синапсов. Иными словами, эксперименталь- 
ная терапия поражений ФОС охватывает все известные виды 
антагонизма между холинолитическими препаратами и ФОС в 
их действии на центральные и периферические холинергические 
синапсы. 















Комбинирование атропина 
с местноанестезирующими веществами 





Новокаин и многие местные анестетики являются структур- 
ными аналогами ацетилхолина. Некоторые авторы на этом осно- 
вании склонны рассматривать новокаин как антиметаболит 
ацетилхолина и рекомендуют комбинировать его с атропином. : 

Представляют также интерес данные о том, что у многих = 
холинолитиков отмечены местноанестизирующие свойства, при- 
чем в отдельных группах соединений между этими свойствами 
имеется параллелизм (Н. Е. Акопян и В. М. Самвелян, 1958). 
В то же время в другой серии местных анестетиков был най- 
ден параллелизм между местноанестизирующим эффектом и 
| угнетением холинэстеразы (Ка!о\, Маукиф, 1956). 

: Установлено, что новокаин препятствует действию на ганг- 
лии ацетилхолина, эзеринаа ДФФ (Афапаскоу1с её а|., 1951), 
устраняет бронхоспазм, вызванный ацетилхолином и, в меньшей 


степени, пилокарпином, эзерином и прозерином (ВВаНасБама, 
А{апаском1с, 1956). 
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РЕАКТИВИРОВАНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 






т _ Основанием для применения реактиваторов холинэстеразы 

— В Качестве антидотов ФОС прежде всего послужили данные о 
_ ТОМ, Что эти вещества обладают способностью реактивировать 

холинэстеразу не только ш УЙго (подробнее об этом см. 
стр. 133), но и т \!\0 в организме животных, отравленных ФОС. 
Эта_ способность была изучена у разных оксимов (2ПАМ, 
ТМБ-4, МИНА, ДИНА и др.) и при отравлении животных раз- 
личными ФОС — ТЭПФ, зарин, фосфакол, ДФФ, паратион шра- 
дан и др. (Кезйи, 1957; НоБЫвег, 1957; Кечия, Масвтанзова 
1957; Маша, Нигак, 1958; ВиНапа, 1958: НоБЫ рег, Заег, 
я 1959): Некоторые из этих данных представлены в табл 39 Из 
ЛЕО таблицы видно, что эффективность реактиваторов в опытах п 
ИЕ. У\Уо зависит от многих факторов. В первую очередь имеет зна- 


и чение природа ФОС и реактиватора, но очень в 
аже 
ЖИВОТНОГО и характер ткани. н также вид 
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я холинэстеразы (по данным разных авторов) 


| ® 
Реактиваци 








Продолжитель- 
Объект Я? Реактивато) р ив реактивации 
исследования Ингибитор те ‚ ея реактиватора 
Человек Паратион Эритроциты 2ПАМ 15 20 мин 95 
р т ПАЗЫ 2ПАМ 15 20 > 40 
Фосфакол Эритроциты 2ПАМ 25 2 ч 43 
> Диафрагма 2ПАМ 25 1 день 22 
>» Мозг 2ПАМ 25 > 1 
Мышь ТЭПФ Эритроциты ТМБ-4 4 Зч 39 
ДФФ Диафрагма 2ПАМ 25 7 » 20 
» Мозг 2ПАМ 2Х 75 2 дня 0 
Шрадан Диафрагма 2ПАМ 2х 50 1 день 0 
| | 
о { Кролик Паратион Эритроциты | 2ПАМ | 10Х 15 | 12 ч 60 
и Зарин Эритроциты МИНА 35 1ч 20 
» Плазма » 35 1» 21 
и » Мозг » 35 9» 95 
А » Эритроциты ДАМ 150 2» 31 
| Крыса » Мозг » 150 2» 9 
» Эритроциты 2ПАМ 100 1» 32 
> Скелетная 2ПАМ 100 1» 51 
> мышца 
> Мозг 2ПАМ 100 1» 
| 








Зависимость эффективности реактивации от строения яда ха 


рактеризо 


этоксифосфорилированный фермент, реактивация холинэстера. 
зы крови происходила с одинаковой скоростью (данные не при- 
ведены в таблице). После отравления фосфаколом, ТЭПФ или 
зарином реактивация протекала лучше, чем после отравления 
ДФО, что легко объяснить более трудным восстановлением ак. 
тивности диизопропоксифосфорилфермента. При отравлении 
шраданом реактивация совсем не происходила. Сравнение дей- 
ствия разных реактиваторов показало, что (каки в опытах Ш 
уИго) наибольшей активностью обладает ТМБ-4, за ним сле- 
дует 2ПАМ, потом МИНА и на последнем месте стоит ДАМ. 
Очень важной особенностью реактивации Ш У1Уо является то 
обстоятельство, что реактиваторы, имеющие катионную струк- 
туру (а к ним как раз относятся наиболее эффективные соеди- 
нения: 2ПАМ и ТМБ-4), не способны проникать через гемато- 
энцефалический берьер и поэтому почти не реактивируют хо- 
линэстеразу мозга. 

Необходимо, правда, отметить, что это положение не может 
считаться абсолютным. В очень тщательно проведенных иссле- 
дованиях Розенберг (Козепего, 1960) показал, что если у крыс, 
отравленных фосфаколом, перед гомогенизацией ткани при оп 
ределении активности холинэстеразы производить экстрагирова- 
ние ткани хлороформом для удаления избытка свободного ин- 
гибитора, то удается показать, что введение 2ПАМ в обычных 
дозах вызывает выраженную реактивацию фермента во всех 
отделах мозга. Это свидетельствует о том, что некоторое коли- 
чество катионного реактиватора все же может проникать через 
гемато-энцефалический барьер. 

Далее оказалось, что реактиваторы холинэстеразы восста- 
навливают не только активность фермента, но и функцию ор- 
гана, нарушенную в результате воздействия ФОС. Так, Рой и 
Куперман (Коу, Кирегтап, 1955) на изолированном предсердии, 
обработанном ТЭПФ, показали, что введение в перфузионную 
жидкость никотингидроксамовой кислоты приводит к реактиви- 
рованию холинэстеразы и параллельно этому восстанавливается 
нарушенная функция. 

По данным Холмса и Робинса (Но|пез, КоБпз, 1955), нерв- 
но-мышечный блок, вызванный нанесением ДФФ, ТЭПФ или 
зарина на нервно-мышечный препарат крысиной диафрагмы, 
может быть быстро снят обработкой препарата моно- или диизо- 
нитрозоацетоном. Это действие оксимов было специфичным, так 
как они не снимали блокады, вызванной 4-тубокурарином, сук: 
цинилхолином или декаметонием. Ближайший аналог 2ПАМ 
М№-метилпиридиний-2-альдоксимметансульфонат (2ПАС) в срав- 

нительно низких концентрациях (около 1. 10-5 М) на таком же 
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валась теми же закономерностями, что и в опыта» | 
т уйго. При отравлении мышей разными ФОС, дающими ди. 

















зоилг 
(очен: 


препарате ее блок, вызванный не только 
зарином, НО т 5 рыми производными фосфорилтиохолина 
сипёмай, 1961). Этот же автор в опытах на наркотизирован- 
ных кошках показал, что нервно-мышечный блок, брадикардия, 
снижение кровяного давления и угнетение дыхания, вызванные 
метилизопропоксифосфорилтиохолином, снимаются 2ПАС, когда 
его концентрация в крови составляет 4 у/мл. 

Ю. Г. Федорчук (1957) показал, что нервное проведение в 
верхнем шейном симпатическом ганглии кошек, нарушенное 
введением фосфакола, легко восстанавливается под влиянием 
реактиваторов холинэстеразы. 

Первая попытка использовать реактиваторы холинэстеразы 
в качестве антидотов ФОС относится к 1955 г., когда Функе 
и др. (ЕипКе е{ а|., 1955) применили гидроксамовые кислоты 
для профилактики и лечения мышей, отравленных ДФФ. Среди 
многих исследованных ими соединений наилучший эффект да- 
вало четвертичное аммониевое производное м-диметиламинобен- 
зоилгидроксамовой кислоты. Это вещество в дозе 250 мг/кг 
(очень близкой к ЛД) при введении за 15 мин до яда предот- 
вращало гибель 93% мышей, получивших подкожно 6 мг/кг 
ДФФ (15 ЛДь). При введении реактиватора через 15 мин 
после яда выживало только 10% животных. Выживаемость в 
этих условиях могла быть повышена до 60%, если к реактива- 
тору добавлялся атропин (5 ме/кг). 

Очень небольшой, но достоверный антидотный эффект был 
продемонстрирован для никотингидроксамовой кислоты при от- 
равлении мышей зарином (Ерэе!т, Егеетап, 1956). В дальней- 
шем было установлено, что оксимы являются значительно более 
эффективными реактиваторами холинэстеразы, чем гидроксамо- 
вые кислоты. Поэтому все исследования антидотных свойств 
реактиваторов, выполненные в последнее время, относятся почти 
исключительно к оксимам. Наиболее распространенным объек- 
том этих исследований были: пиридин-2-альдоксимметйодид 

(2ПАМ), моноизонитрозоацетон (МИНА), диацетилмонооксим 
(ДАМ) и ТМБ-4. : 

же первые работы показали, что антидотный эффект окси- 
мов в очень большой степени зависит от характера применен- 
НОГО яда и от вида подопытного животного. Так, 2ПАМ в дозе 
75 мг/кг предотвращал гибель всех мышей, отравленных смер- 
тельной дозой фосфакола (Кем, \/оп, 1956), но = 
не защищал мышей от отравления зарином (Ри еЁа ОПАМ 
Гоопиз, 1956). Вильсон (\/Из0п, 1957) изучал эффект 
при отравлении мышей различными ФОС. Он Но 
дозе 90 мг/кг ЭПАМ защищает 100% мышей от До . 


НО не действует при введении удвоенной смертельной дозы этого 


яда. Очень Ё отчетливый эффект был получен при от- 
и зарина и паратиона 2ПАМ 


Равлении табуном, а при введении 
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почти не оказывал действия. Совершенно не эффективны 
ПАМ оказался при отравлении 


(Кем, 1957). 
В опытах на крысах ь 
МИНА и ДАМ оказывают значительно менее выраженный эф- 


фект при отравлении ТЭПФ и ДФФ, чем при воздействии зари- 
НОМ. 
- По данным Милошевича и др. (МПозе\!с е{ а1., 1959, 1960), 
ГМБ-4 и 2ПАМ хорошо защищают мышей, отравленных пара“ 
оксоном, паратионом и метасистоксом; действуют несколько 
хуже при отравлении димефоксом и диптерексом и совсем не 
спасают животных, отравленных шраданом. 


Способность оксимов оказывать антидотное действие на раз- 


ных видах животных была исследована Эскью (Азке\м, 1956) 
на примере ДАМ. Оксим в дозе 150 мг/кг вводили за 15 мин 
до зарина. В каждом случае определяли величину ЛДь ядаи 


сравнивали ее с той же величиной у контрольных животных. : 


Было показано, что ДАМ увеличивает ЛД зарина для крыс в 
26,5 раза, для мышей — в 1,7 раза, для морских свинок В 
2 раза, для кроликов — в 1,6 раза, для обезьян (1 опыт) —в 
3 раза. Аналогичные данные получили Дульц и др. (РиНе е 
а|., 1957), которые установили, что ДАМ в дозе 200 мг/кг защи- 
щает мышей от двух, а крыс от 15 ЛДь зарина. 

Таким образом, отчетливый профилактический эффект при 
отравлении зарином ДАМ оказывал только у крыс. 

ТМБ-4 при профилактическом введении мышам в дозе 
95 цмоль/кг увеличивал ЛД ДФФ в 6 раз, а ЛДыь ТЭПФ в 
21 раз. 2ПАМ в этих же условиях никакого эффекта не оказы- 
вал (НоБЫсег, За14ег, 1959). Отчетливое преимущество ТМБ-4 
перед 2ПАМ было показано и при профилактике отравлений 
мышей системным инсектицидом фосфамидоном. ТМБ-4 обла- 


. дал в 5,7 раза более выраженным защитным эффектом, чем 


2ПАМ (МИозе\с е{ а|., 1961). Сравнительное изучение профи“ 
лактического действия ТМБ-4 и 2ПАМ при отравлении мышей 
холинсодержащим ФОС (диэтоксифосфорилтиохолин) ‘провели 
Леман и др. (Гебтап е# а1., 1960). При введении реактиваторов 
внутрибрюшинно в дозе 0,5 ЛД» для каждого 2ПАМ повышал 
ЛДьо яда в 50 раз, а ТМБ-4 — в 280 раз. При пероральном вве- 
‘дении реактиваторов различие было еще более выражено: 2ПАМ 
повышал дозу яда в 23 раза, а ТМБ-4 — в 450 раз. 

Биненфельд и сотр. (В1теше!4, Уо]уо@с, 1961; В1пете!4 ей 
а1., 1961) приготовили из 2ПАМ и ТМБ-4 их хлористые аналоги 
_ которые обладали таким же защитным эффектом, как и ные 

тва, но были лучше растворимы в воде. Е ке: 

тоживая приведенные данные об анти я 

ль холинэстеразы, необходимо А 
раженный эффект может быть достигнут только 
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и шраданом — октаметилом. 


было установлено (Азкем, 1956), = 
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при сом. введении вещества. Испытывая так на- 
зываемое лечебное действие, большинство исследователей вво- 
дило оксим внутрибрюшинно через | мия после подкожного вве: 
дения яда. Совершенно естественно, что при таких условиях 
ведения, благодаря быстрому всасыванию из полости брю- 
шины, оксим накапливается в крови если не раньше, чем яд, то 
одновременно с ним. 

При настоящем лечебном применении (на фоне явных при- 

‚ знаков отравления зарином) МИНА и ДАМ давали весьма ог- 
раниченный эффект: при отравлении зарином в удвоенной ЛДьо 
удавалось спасти лишь часть животных (Азке\, 1956). 

Оживленному обсуждению в литературе последнего времени 
подвергается вопрос о механизме действия оксимов. По мнению 
большинства исследователей, сущность антидотного действия 
оксимов сводится к реактивированию холинэстеразы, блокиро- 
ванной ФОС. В результате этого специфического влияния проис- 
ходит восстановление активности холинэстеразы, возобновление 
ферментативного гидролиза ацетилхолина и нормализация про- 
цесса химической передачи нервных импульсов. Таким образом, 
оксимы рассматриваются как специфические антагонисты ФОС 
в действии на холинэстеразу. 

Вместе с тем, в литературе имеются данные, допускающие 
существование других механизмов действия оксимов. Многими 
авторами было отмечено, что нет параллелизма между антидот- 
ной активностью оксимов и их способностью реактивировать хо- 
линэстеразу (АзКкеху, 1956; Азкемг еЁ а|., 1957; НоБЫвег, 1957; 
ВиЦапа, 1957; СгооК е а1., 1962). Так, оказалось, что ДАМ, ан- 
тидотные свойства которого выражены больше, чем у других 
оксимов, почти совершенно лишен реактивирующей способности. 

наоборот, один из лучших реактиваторов холинэстеразы — 
2ПАМ обладает лишь ограниченной способностью предотвра- 
Щать гибель животных, отравленных ФОС. 

Выше отмечалось, что оксимы, кроме способности реактиви- 
ровать угнетенную холинэстеразу, обладают свойством быстро 
реагировать с ФОС, в результате чего образуются Вени 
продукты гидролиза. По мнению некоторых евеще = 
(Тапфог[ е{ а1., 1955а; НасКеу еЁ а|., 1955), именно эта спобо 
НОСТЬ разрушать ФосС до того, как они проявят свое вже: -— 
и объясняет профилактический эффект оксимов. Одина ЗА 
как показали сравнительные исследования, нет полного ее 
Ветствия (Азке\у её а|., 1957). Так, МИНА и 2ПАМ одинак 


Ыстро реагируют с зарином, а ее ан 
1 шенно неэ 
ее МИНА обладают выра- 


При отравлении этим ядом, а ДАМ и 
Женной профилактической активностью. 

ыло высказано предположение, чт 
Дотные свойства 2ПАМ связаны с тем, 


о незначительные анти- 
что это соединение, яв- 
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ляющееся четвертичны 
никает э 
может накопиться в достаточной для проявления антидотного 
действия концентрации именно в том месте, где разыгрываются 
основные патологические процессы, особенно при отравлении 
зарином. С целью устранить этот недостаток Вильсон (М бон, 
1958) синтезировал и исследовал гомолог 2ПАМ — пиридин-9. 
альдоксимдодецилйодид (ПАД). Идея этого синтеза состояла 
в том, что введение в молекулу пиридинальдоксима длинного 
углеводородного радикала значительно повысит липидофиль- 
ность соединения и, несмотря на сохранение заряда при атоме 
азота, придаст этому соединению более выраженную способ- 
ность проникать через гемато-энцефалический барьер. Было уста- 
новлено, что ПАД в отличие от 2ПАМ растворяется в хлоро- 
форме значительно лучше, чем в воде. По способности ш уйго 
реактивировать холинэстеразу, угнетенную ТЭПФ, ПАД ока- 
зался в 3 раза менее эффективным, чем 2ПАМ. Оба вещества 
с одинаковой скоростью вступали в прямую реакцию с зарином. 
И несмотря на это, ПАД оказался достоверно, хотя и незначи- 
тельно, более активным антидотом. Особенно отчетливо анти- 
дотное действие ПАД проявлялось при совместном применении 
обоих веществ в комбинации с атропином. Так (в опытах на 
мышах, отравленных зарином), замена небольшой части дозы 
2ПАМ эквимолекулярным количеством ПАД увеличивала анти- 
дотную мощность смеси почти в т) раза. Из этих опытов выте- 
кает, что способность оксимов проникать в центральную нерв- 


ную систему имеет несомненное значение для проявления ИХ | 


антидотных свойств. 
Создать у четвертичных оксимов центральный эффект можно 


и другим способом: вводить их непосредственно в мозг, минуя | 


гемато-энцефалический барьер. Разумеется, этот способ почти 
не имеет практического значения, но он интересен в теоретиче- 
ском отношении. Такая попытка была предпринята в последнее 
время (Топ, \Мау, 1962). Оказалось, что внутрицеребральное 
введение 2?ПАМ мышам почти не дает защитного эффекта при 
отравлении ТЭПФ, фосфаколом и ДФФ, однако при комбинации 
внутрицеребрального и внутрибрюшинного введения эффект был 
выражен достаточно четко: ЛД ядов возрастала в 3—6 раз. 
Еще выше был эффект, когда оба эти пути введения 2ПАМ 
сочетались с внутрибрюшинной инъекцией атропина: ЛД» фос- 
факола при этом возрастала в 24 раза. 


м аммониевым производным, плохо про. 
з центральную нервную систему и, следовательно, в 








Совершенно очевидно, что значение способности оксимов 
проникать в мозг в очень большой степени зависит от того, Ка? | 
ким ядом было отравлено животное. Выше уже цитировалась , 
работа Лемана (Гебтап е{ а1., 1960), в которой было показано, | 
что 2ПАМ и, особенно, ТМБ-4 обладают исключительно вы | 
соким профилактическим эффектом при отравлении одним и3 
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производных фосфорилхолина. Этот эффект легко объяснить 
тем, что как яд, так и реактиватор являютс 


я четвертичными 
аммониевыми соединениями и плохо проникают в а 
нервную систему. Поэтому и картина интоксикации, и антаго- 


низм между ФОС и антидотом разыгрываются на периферии. 
В тех же случаях, где применялся яд с выраженным централь- 
ным действием (зарин, фосфакол и др.), 2ПАМ и даже ТМБ-4 
обладали очень слабым защитным эффектом. 

Стремление «исправить» недостаточное центральное действие 
реактиваторов, имеющих катионную структуру, привело к идее 
совместного применения их с холинолитиками, обладающими 
достаточно выраженным центральным влиянием и способными 
антагонизировать с ФОС в центральной нервной системе. Кевиц 
и др. (Кем 2 её а|., 1956, 1957) получили значительное повы- 
шение антидотной активности при комбинированном введении 
оксимов и атропина, причем атропин применялся в дозах, ко- 
торые сами по себе никаким лечебным или профилактическим 
действием не обладали. Так, 2ПАМ, который почти не эффек- 
тивен при отравлении крыс зарином, в сочетании с недействую- 
щей дозой атропина превращается в мощный антидот (при вве- 
дении лечебной смеси за 15 мин до яда ЛДь зарина увеличи- 
вается в 13,8 раза). Потенцирующее действие атропина в мень- 
шей степени выражено для МИНА и еще меньше для ДАМ. 
В опытах на обезьянах было установлено, что в сочетании с 
МИНА атропин в дозе 0,029 мг/кг (что эквивалентно 2 мг на 
целый организм человека) оказывает ясно выраженный эф- 
фект — увеличение ЛДзо зарина в 14 раз (Азкех, 1957). 

Бете и др. (Ве#е ей а1., 1957) исследовали антидотную мощ- 
ность ПАМ на морских свинках. Животных наркотизировали 
уретаном и медленно внутривенно вливали им раствор ФОС. 
Мерой токсичности служила общая доза яда, необходимая для 
наступления гибели животного. При отравлении свинок ДФФ 
предварительное комбинированное введение атропина и ПАМ 
Увеличивало смертельную дозу яда в 20 раз, а при отравлении 
Фосфаколом — в 190 раз. 

опытах на мышах комбинированное введение атропина 

(50 мк/кг) и 2ПАМ (20 мг/кг) увеличивало ЛД» ТЭПФ в 

32 раза, ДФФ — в 16—32 раза, фосфакола — в 128 раз (НоБы- 

Бег, 1957). Отчетливое повышение защитного действия при со- 

Вместном применении ПАС и атропина наблюдалось у собак, 

Отравленных парами зарина (СгооК и др., 1962). По данным 

ОИводича и Биненфельда (Уо]уо41с, Втеше!4, 1962), комбини- 
Рованное применение 2ПАМ или ТМБ-4 совместно с атропином 
У животных, отравленных армином, оказывает при профилакти- 
Ческом введении гораздо более выраженный эффект, чем при 
лечебном. Дальнейшее развитие этих исследований представ- 
ляет несомненный интерес. 
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Возможность применения реактиваторов холинэстеразы в ка 
честве антидотов в значительной мере ограничивается тем, что. 
многие из них обладают сравнительно высокой токсичностью, | 
Данные о токсичности наиболее распространенных реактивато- 
ров представлены в табл. 40. По данным Эскью (Азкех, 1956), 
максимальная доза оксимов, не вызывающая признаков отрав- 
ления, составляет: для ДАМ — 150 мг/кг, для ПАМ — 100 маке, 
для МИНА — 30 мг/кг, а для диизонитроацетона — 13 мг/кг. 
В указанных дозах эти соединения проявляют лишь ограничен- 
ный антидотный эффект. Поэтому были предприняты попытки 
выяснить природу токсичности оксимов и разработать методы, 
обеспечивающие возможность безопасного введения животным 
больших доз этих веществ. Было замечено, что клиническая кар- 
тина отравления животных МИНА и диизонитрозоацетоном на- 
столько напоминает явления интоксикации синильной кислотой, 
что эти две формы патологии не всегда удается различить. Ис- 
ходя из того, что 2-оксооксимы могут разрушаться в организме 
с образованием цианидов, было высказано предположение, что 
причиной токсичности этих оксимов является накопление си- 
нильной кислоты в организме. Это предположение было под- 
тверждено экспериментально. Эскью и сотр. (АзКехи е{ а|., 1956) 
показали, что в выдыхаемом воздухе собак, отравленных 
МИНА и диизонитрозоацетоном, содержится синильная кислота. 
После отравления крыс МИНА в дозе 150 мг/кг плазма крови 

| обладала способностью угнетать активность цитохромоксидазы 
так же выраженно, как плазма животных, получивших 12 мг/кг 
цианида калия. Наличие цианидов в плазме животных, отрав- 
ленных МИНА, было доказано прямыми химическими опреде- 
лениями. Явления интоксикации МИНА удавалось предотвра- 
тить профилактическим введением смеси нитрита и тиосульфата. 

_Введение ДАМ, в отличие от МИНА и диизонитрозоацетона, 

Не - _ не сопровождалось накоплением цианидов в организме. Токсич- 
г. ность 2ПАС тоже не могла быть объяснена образованием циа- 
_ нидов или превращением 2ПАС в М -метилпиридиний-2-нитрил 
_ (Епапаег е# а1., 1961 а, б). 



































Таблица 40 


Токсичность реактиваторов холинэстеразы для мышей 
ы (внутрибрюшинное введение) * 


_ Соединение ЛД» (мг/кг) Автор 
и 
ПоБЬщег, За ег (1959) 
н же 
РиН2 её а1., 1957 
(©) 


н же 
»» 





Посл 
мененне 
ствами. 
высказг 
водное 

Дал 
активал 
И Живо 
соедине 
Странек 
ции ФС 


Выделение 2ПАС у собак усиливалось при ацидозе и умень- 
шалось при алкалозе, вызванном бикарбонатом, но не же 
амидом (Вего1ип@ © а1., 1962). : Е 

С целью более точного изучения путей превращения пири- 
динальдоксима в организме Энандер и др. (Епапаег её а] т 
вводили крысам 2ПАМ, меченный СМ, и исследовали и. 
тивные метаболиты, выделяющиеся с мочой. Большая часть ве- 
щества выделялась в неизмененном виде, но наряду с этим в 
моче были обнаружены некоторые продукты обмена 2ПАМ: 
М-метилпиридиний-2-нитрил (0, М-метилпиридиний-9-карбоно- 
вая кислота (1) и М-метил-2-пиридон (Ш). 


= 
к те \& 2-6“ 
СНз СН} 
1 И 


После введения Э2ПАМ человеку из мочи был выделен неиз- 
мененный 2ПАМ и метаболит, обладающий кислотными свой- 
ствами. На основании изучения свойств этого вещества было 
высказано предположение, что оно представляет собой произ- 
водное М-метилпиколиновой кислоты (Кгашег, 1962). 

Дальнейшее изучение механизма токсического действия ре- 
активаторов холинэстеразы и их обмена в организме человека 
и животных представляется чрезвычайно важным, так как эти 
соединения постененно приобретают все более широкое распро- 
странение в качестве лечебных средств для терапии интоксика- 
ции ФОС у людей. 

Хорошая сводка данных о св 
ваторов холинэстеразы содержится в д 
рах Г. А. Степанского (1958, 1961). 


ойствах и применении реакти- 
вух обстоятельных 0б30- 


ЗАЩИТА ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ ОТ НЕОБРАТИМОГО УГНЕТЕНИЯ ФОС 


Костер (Козег) в 1946 г. показал, что небольшие дозы эзе- 


рина (0,01 мг/кг) защищают кошек от смертельного отравления 


2Ф. Значительно более эффективным оказалось совместное 
действие эзерина и атропина; после введения такой комбинации 
животные переносили 30-кратную ЛДь ДФФ. Если эзерин вво- 
дился на фоне уже развившейся интоксикации, то наблюдался 
противоположный результат — потенцирование токсического эф- 
фекта ДФФ. 

Эзерин отчетливо повышал выносливость животных и к дру- 
Гим необратимым ингибиторам холинэстеразы — например, эко- 
тиофату (фосфолину). Это наглядно видно из табл. 41. 
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кду холинэстеразными веше»» 

Г тагонизм между антихо а 

ее АВВ субконъювктавальном введении Е 
(Кизвла. Георо!4, 1960) 





5 : в %*) 
Антихолинэстеразное вещество и концентрация (в % Время наступления сие 
после второй инъекции 
(в мин) 





1-я инъекция 2-я инъекция * 





ин 0,5 Эзерин 10 _ 3,5 
а Демекарин 0,5 4,5 
Экотиофат 0,5 Эзерин 1,0 4,5 
Эзерин 1,0 Экотиофат 0,5 34 
ДФФ 0,1 Эзерин 1,0 - 45 
Эзерин ДФФ 0,1 ` 105 





* Вторая инъекция через 5 мин после первой. 


Эти, на первый взгляд, парадоксальные результаты объяс* 


няются существованием конкурентного антагонизма между об- 
ратимыми (эзерин) и необратимыми (ДФФ, экотиофат) инги: 
биторами холинэстеразы. В случае предварительного введения 
эзерина происходит временное блокирование холинэстеразы, 


которое защищает ее от последующего необратимого угне- 
тения. 


При обратном порядке, когда эзерин вводится в период уже 
наступившего необратимого угнетения холинэстеразы, этот 34“ 
щитный эффект, естественно, проявиться не может и, напротив, 
наблюдается потенцирование токсичности. 


В дальнейшем ф 
еномен конкурентног эстеразы 
эзерином бы урентного блока холинэстер 


(Ри Во!$ е{ а|., 1950, 1953) 


: последующем было 2 
ствием обладает Установлено, что аналогичным Д@ 


(1962), прозерин пр розеРин. Так, по данным Х. Г. Чичина 


жа 
- ет : 3,7 раза, в то время как эзерин 
Раза. В опытах Люиса и д : 


: 15 е а тЭПФ, 
Эффективным был и г } { а|., 1955) с 
$22 ерин 
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УСКОРЕНИЕ ГИДРОЛИЗА ФОС 


В 1954 г. было показано, что введением хлорированных угле- 
водородов (алдрина и др.) можно защитить животных от от- 
равления паратионом и ТЭПФ (ВаП её а1.; Сте\ег е{ а1.). Алд- 
ин в Дозе 30 мг/кг увеличивал ЛДь паратиона в 7} раза, 
хлордан (200 мг/кг) —в 5,5 раза, линдан (30 мг/кг) —в 
95 раза. Было установлено, что этот эффект связан со способ- 
ностью этих соединений повышать активность алиэстеразы, 
вследствие чего увеличивается общий уровень эстеразы, которая 
конкурирует за связь с ФОС, и тем самым сохраняется некото- 
рое количество истинной холинэстеразы. В настоящее время нет 
окончательной уверенности в том, что фермент, активность ко- 
торого повышают хлорированные углеводороды, представляет 
собой алиэстеразу. Но если этот ‘фермент и не является алиэсте- 
разой, то, во всяком случае, он способен фосфорилироваться и 
поэтому может конкурировать с более жизненно важным фермен- 
том — например, холинэстеразой эритроцитов (О’Брайен, 1960). 
О связи с ядом существует и другая точка зрения, согласно ко- 
торой при введении хлорированных углеводородов в организме 
животного накапливаются какие-то физиологические метаболи- 
ты, которые в свою очередь реактивируют ингибированную ФОС 
холинэстеразу (МецБег{, Зсвае!ег, 1958), однако это представ- 
ляется маловероятным. 

В отношении так называемых непрямых ингибиторов холин- 
эстеразы, т. е. соединений, которые приобретают токсические 
свойства только после введения их в организм («летальный 
синтез», по Питерсу, — Реёег®, 1952), возможен особый путь 
обезвреживания. Он состоит в подавлении активирующих фер- 
ментов, ответственных за эти превращения, благодаря чему 
токсичность таких соединений будет снижена. Было показано, 
Что активирование октаметила можно подавить препаратом 
ЗКЕ-525А (В-диэтиламиноэтиловый эфир дифенилпропилуксус- 
Ной кислоты). Как полагают авторы, именно благодаря ингиби- 
Рующему действию на ферменты, КЕ ы—— 
си при помо Е 
> ОКтаметила, имел, для мышей в 4 раза. При 
Этом авторы почему-то вовсе не учитывают ыы - 
свойств $КЕ-Б25, чрезвычайно близкого по строению к спазмо 
Литину и другим подобным эфирам, обладающим выраженным 
антидотным действием при отравлении антихолинэстеразными 
ядами. 

Интересно, что $КЕ-525 облада 
Зить детоксикацию барбитуратов, 
свидетельствует о близости процесс 
Тила и детоксикации барбитуратов. 
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ет также способностью тормо- 
что, по мнению О’Брайена, 
ов активизирования октаме- 
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Если путь подавления ферментов, активирующих «летальны} ^ 
синтез», составляет особенность предотвращения токсическол, 





действия таких соединений, как октаметил и паратион, то для в И диян 
некоторых других соединений также возможны особые пути т. | армаког 
рапии, основанные не на главном патогенетическом механизме. не чел 
отравления, а на побочных действиях. В качестве примера мож. Ч жном В 
но привести отравление табуном. Учитывая вероятность участия 0 52 
в токсическом эффекте табуна освобождающейся в процессе его т 
гидролиза синильной кислоты, Колеман и др. (Со!етап её а1, виси = 
1960) применили в качестве дополнения к обычному антидот- свойс Вс 
ному лечению отравлений табуном метгемоглобинообразователи _ 1962). 
и получили усиление защитного эффекта — правда, только в слу- можно © 
чае совместного применения с реактиваторами холинэстеразы. ратионо\ 
1еу, 195 
ПОДАВЛЕНИЕ СИНТЕЗА АЦЕТИЛХОЛИНА ные диф. 
ляют ин’ 
Одним из возможных, но почти неизведанных путей вмеша- не всегд 
тельства в нарушенный антихолинэстеразными веществами про- действия 
цесс нейро-гуморальной передачи является уменьшение выделе- золевой 
ния ацетилхолина в синапсах. В последнее время этот вопрос 
привлек внимание физиологов и фармакологов (обзор литера- 
туры см. у С. Н. Голикова и С. И. Локтионова, 1963). К числу 
веществ, угнетающее влияние которых на синтез и освобожде- 
ние ацетилхолина можно считать доказанным, относятся произ- Поск 
у. водные холина — гемихолинии, однако их влияние на интокси- тение хо 
у кацию антихолинэстеразными веществами почти не изучено. НИЗМ Оч 
Наиболее активный из гемихолиниев НС-3 обладает способ- тором. ( 
ностью подавлять эффект антихолинэстеразных веществ на изо- В экспе] 
лированные органы, хотя он не блокирует холинорецептор, не Шет 
` реактивирует холинэстеразу и не обладает способностью хими- холинэс 
‘чески нейтрализовать антихолинэстеразные вещества. Аналогич- НИКОТИЕ 
ное действие присуще 2, 3, 4, 5, 7-пентаоксифлавону, который по- Репах. | 
лучил название морина. По своим фармакологическим свой: торы у. 
ствам морин близок гемихолинию, причем установлено, что ОН Тельнос 
является ингибитором холинацетилазы — фермента, необходи- локир 
г мого для синтеза ацетилхолина в организме. у В = 
©. Как показали Балотин и Кун (Ва|!ойп, Сооп, 1960), морин (Веске- 
С в дозе 50 мг/кг в сочетании с атропином (в неэффективной дозе) } Тричест 
снижает токсичность ТЭПФ. Некоторое, но очень небольшое а кор: 
снижение токсичности авторы наблюдали и при введении одного ' Учи 
морина. В больших дозах (600 мг/кг) морин подавлял мышечные Метабо 
р: подергивания, вызванные ТЭПФ. Кроме того, оказалось, что мо- | ИЧНОС 
В рин проявляет антагонизм с действием антихолинэстеразных ' Уменьц 
" веществ на изолированные сердце и кишку, не влияя на дей- | пользу 
ствие ацетилхолина. Несмотря на то, что антидотное действие сти и 


морина по отношению к антихолинэстеразным веществам выра- 





жено в очень умеренной степени, можно рассчитывать на полу- 
чение в дальнейшем более сильных ингибиторов синтеза т 
тилхолина. 

Влияние веществ на синтез и освобождение ацетилхолина в 
фармакологической практике, по-видимому, может иметь место 
чаще, чем мы это подозревали. Выше уже было сказано о воз- 
можном влиянии в этом направлении ионов магния. Так же дей- 
ствует и новокаин (Нагуеу, 1939), который, по-видимому, неза- 
висимо от своих местноанестезирующих и ганглиоблокирующих 
свойств снижает продукцию ацетилхолина (Д. А. Харкевич, 
1962). Возможно, что именно этим свойством новокаина отчасти 
можно объяснить его защитный эффект при интоксикации па- 
ратионом, который наблюдал в опытах на мышах Конли (Коп- 
[еу, 1958). Имеющиеся данные о том, что некоторые производ- 
ные дифенилгликолята тормозят синтез ацетилхолина, представ- 
ляют интерес в том отношении, что они могут пролить свет на 
не всегда объяснимые эффекты потенцирования антидотного 
действия атропина при добавлении к нему эфиров дифенилгли- 
колевой кислоты. 


ВОЗМЕЩЕНИЕ ХОЛИНЭСТЕРАЗЫ 


Поскольку в основе патогенеза отравления ФОС лежит угне- 
тение холинэстеразы, можно было ожидать, что введение в орга- 
низм очищенного энзима явится эффективным лечебным фак- 
тором. Однако это направление не получило широкого развития 
в экспериментальной терапии интоксикации. 

Шетц и др. (ЗВа её а|., 1951) при введении очищенной 
холинэстеразы наблюдали торможение мускариноподобных и 
никотиноподобных эффектов ацетилхолина У собак, кошек и че- 
репах. В меньшей степени эффект был выражен на сердце. Ав- 
торы утверждают, что имеется соответствие между продолжи- 
тельностью увеличения активности холинэстеразы в плазме и 


блокированием прессорных эффектов ацетилхолина. 

В этом отношении интересно наблюдение Бекет и Гельгорна 
(Веске{, Сешоги, 1948), которые вызывали уменьшение элек- 
трической активности Коры головного мозга путем нанесения 


на кору очищенной панкреатической холинэстеразы. 
Учитывая роль ионов калия и кальция в ацетилхолиновом 


метаболизме, Азар и Дельга испытали влияние кальция на ток- 
сичность ФОС. Оказалось, что хлористый кальций несколько 
Уменьшает токсичность ДФФ. Надо полагать, что определенную 
пользу в ослаблении токсических эффектов ФОС может прине- 
сти и введение АТФ, который тормозит возбуждающее действие 
ацетилхолина, прозерина и эзерина на центральную нервную си- 
стему (ог4ап и др., 1950). 
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ДРУГИЕ ВИДЫ ПАТОГЕНЕТИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 


Исследования по экспериментальной терапии отравлений 
ФОС у животных не ограничиваются применением антидотов. 


В литературе приводятся также данные о различных приемах | 


патогенетической и симптоматической терапии, дающих при со- 
вместном применении с антидотом положительный результат, 
Особенно болышое значение всеми без исключения авторами 
придается искусственному дыханию. 

Несмотря на большое многообразие симптомов отравления 
ФОС и вовлечение в патологический процесс различных функ- 
циональных систем, вся картина интоксикации протекает под 
знаком превалирования дыхательных расстройств, которые и яв- 
ляются непосредственной причиной смерти. Понижение возбу- 
димости дыхательного центра, бронхоспазм, паралич дыхатель- 
ной мускулатуры, наблюдаемые при отравлении смертельными 
дозами ФОС, — три основных фактора, определяющие абсолют- 
ную необходимость производства искусственного дыхания. 

И действительно, в опытах на животных многочисленными 
исследователями было установлено, что под искусственным ды- 
ханием (путем вдувания воздуха в трахею) они переносят от- 
равление несколькими смертельными дозами ФОС, а в случае 
введения животному антидота количество переносимых смер- 
тельных доз еще больше возрастает. Б. В. Шугаев (1957) уста- 
новил, что искусственное дыхание повышает выносливость собак 
к алкилфосфатам в 5—7 раз. По Холмстедту (Нойпз{еа*, 1951), 
токсичность табуна для кошек в опытах © искусственным дыха- 
нием уменьшается примерно в 20 раз, а с введением атропина, 
оказывающего в данных условиях опыта защитное действие на 
сердце, примерно в 60 раз. Еще более разительный эффект на- 
блюдали Бете и сотрудники. которым удалось повысить вы- 
носливость животных к фосфаколу в 160 раз, к-тиофосу — в 
70 рази к ДФФ—в 20 раз применением комбинированной 
терапии (искусственное дыхание в сочетании с введением 

атропина и метйодида пиридинальдоксима), в то время как 
введение животным тех же препаратов, но без искусствен- 
ного дыхания, позволило уменьшить токсичность ядов только в 
2,6—4 раза. 

В литературе имеются также сообщения о высокой эффек- 
тивности кислородной терапии при интоксикации животных 
ФОС (М. А. Казакевич, 1954). 

В итоге исследований по экспериментальной терапии тяже- 
лых отравлений ФОС наиболее обоснованным следует считать 
комбинированное лечение, состоящее в раннем применении ис- 
кусственного дыхания совместно со своевременным введением 
пострадавшему антидота и назначением средств патогенетиче- 
ской и симптоматической терапии по показаниям, 
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Вопросы симптоматической терапии отравлений ФОС раз- 
аботаны недостаточно. М А. Казакевич (1954) рекомендует 
для лечения интоксикаций ФОС кофеин, камфару, глюкозу и 


витамины. 

Влияние корамина на течение интоксикации ЭФН (этил-4- 
нитрофенилтионобензолфосфата) у мышей подробно исследо- 
вано Розенбергом и Куном (КозепЬега, Сооп, 1960). В опытах 
авторов корамин сам по себе оказывал защитное действие, ко- 
торое усиливалось при его сочетании с атропином. Аналогичным 
действием обладал и никотинамид (витамин РР), являющийся 
продуктом метаболизма корамина (никетамида) в организме 
животных. Авторы установили, что защитное действие обоих 
препаратов не связано с вызываемыми ими изменениями содер- 
жания в тканях ДИН и ТПН. Логичнее всего было считать, что 
защитное действие корамина связано с его аналептическим 
влиянием на дыхание и кровообращение, однако сообщение ав- 
торов о том, что корамин и витамин РР в опытах ш \1уо защи- 
щают холинэстеразу крыс от инактивирующего действия ЭПН, 
наводит на размышления о другом механизме. В то же время 
остается непонятным, почему в опытах Ш уго те же препараты 
не влияли на силу антихолинэстеразного действия ЭПН. 

О стимулирующем влиянии на дыхание коразола при отрав- 
лении собак табуном сообщили Браун и Сомерс (Вго\п, $0- 
тшегз, 1956). . 

Из других направлений по экспериментальной терапии отра- 

влений ФОС следует упомянуть о гормонотерапии. На основа- 
нии данных о пониженной функции коры надпочечников при 
интоксикации ФОС Нинагава (Мтава\а, 1958) изучил влияние 
17-оксикортикостерона и 11-дигидро-17-оксикортикостерона-21 
ацетата на течение отравления паратионом и дихлорвинилдиме- 
тилфосфатом. Положительный эффект автор получил только при 
сочетании гормонов с ЭДТА. Если вместо последнего в комби- 
нацию вводили БАЛ, тиаминпропилдисульфид или глицеризин, 
то лечебного эффекта не отмечалось. Пани Антонио (Ра! Ап- 
\оп1о, 1961) описан случай тяжелого отравления человека пара- 
тионом при безуспешном лечении атропином, аналептиками, сер- 
дечными средствами и кислородом. После введения строфанта, 
аминофиллина, витаминов С и Р и повторных вливаний корти- 
зона состояние отравленного резко улучшилось. По мнению ав- 
Тора, вещества типа кортизона при тяжелых состояниях инто- 
ксикации ФОС особенно показаны как противострессорные сред- 
ства. Бергманом и Румбаухом (Веготап, Витфаией, 1959) было 
отмечено положительное влияние эстрадиола и инъекций крови 
на выздоровление крыс от отравления ДФФ, причем было от- 
мечено ускорение восстановления активности холинэстеразы 
эритроцитов (но не мозга) под влиянием внутрибрюшинного 
введения гепаринизированной крови. 
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чивает эффективность атропина при отравлении собак ФОС. 
Интересно, что применение одного тиопентала без антидота не 
только не оказывало защитного действия, но даже снижало вы- 
носливость животных к яду. Следовательно, назначение тиопен- 
тала, а возможно, и других наркотических средств является про- 
тивопоказанным в тех случаях, когда пострадавшему еще не 
введен антидот. 

По мнению других авторов, барбитураты только ослабляют 
судороги при отравлении ФОС, но отчетливо не влияют на ЛДу 
(Мс Матага её а|., 1946; \МПВеши, Ротеп]о2, 1951). Люис и др. 
([еху1з еЁа|., 1955) исследовали влияние наркотических (барби: 
тураты) и противосудорожных (дифенин, триметин) веществ на 
интоксикацию мышей ТЭПФ и не обнаружили выраженного ан- 
тидотного эффекта ни у одного из исследованных веществ. 
В комбинации с атропином эти вещества также были неэффек- 
тивны. Однако ослабление судорог под влиянием триметина 
установлено клинически и рекомендуется некоторыми авторами 
для практического использования (РаПетаспе, 1954). 

Известно также, что ФОС значительно повышают чувстви- 
тельность организма к некоторым лекарствам. Так, Джонс и др. 
(Товпз, 1951) наблюдали у кроликов после введения ДФФ рез- 
кое увеличение чувствительности центральной нервной системы 
к теофиллину. Авторы не рекомендуют применять теофиллин 
для лечения бронхоспазма при отравлении ДФФ из-за опасно- 
сти усиления судорог. К этому следует добавить, что ДФФ по- 
вышает чувствительность организма к морфину И питуитрину. 

Из сказанного вытекает, что при разработке способов симп- 
томатической терапии интоксикаций ФОС следует учитывать 


возможность повышения чувствительности организма к некото- 
рым лекарственным препаратам. 


КЛИНИКА, ДИАГНОСТИКА И ТЕРАПИЯ ОТРАВЛЕНИЙ ЛЮДЕИ ФОС 


Первые сведения об отравлениях эзерином стали известны 
в Европе около 1846 г. из описаний шотландских миссионеров. 
Эти описания, а также позднейшие наблюдения касаются свое- 
образного применения бобов растения, содержащего алкалоид 
эзерин, жителями Калабара (Нигерия). В Калабаре эти бобы 
в то время служили средством испытания людей, обвиненных 
в колдовстве. Кроме того, там были в моде дуэли, при которых 
противники делили между собой равное количество бобов 
(Е. А. Пеликан, 1878). Любопытно использование бобов с целью 
вершения суда (отсюда принятое одно время название — «суди- 
лищные бобы»). Обвиняемому в колдовстве публично предла- 
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Некоторые авторы считают показанным применение противо. 
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ва (1957), тиопентал в наркотических дозах значительно увели. 
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тали съесть определенное количество бобов. Если у него возни- 
кала рвота, то его оправдывали; если же он умирал, то его осу- 
ждение считалось справедливым. Этот сколь наивный, столь и 
жестокий способ судопроизводства, тем не менее, содержал 
элементы психологического порядка. Дело в том, что человек, 
считавший се0я невиновным, съедал бобы уверенно и бы- 
стро, В результате чего возникала рвота. Виновный ел бобы 
осторожно и медленно; это чаще всего приводило к тому, что 
у него не было рвоты, эзерин всасывался и наступала смерть 
(Саадит, 1953). По свидетельству Фразера (Егазег, 1862), 
около 120 жителей Нигерии ежегодно погибали таким необыч- 
ным путем. 

Согласно первым сообщениям о действии калабарских бобов, 
симптомы отравления эзерином состоят в постепенно нарастаю- 
щем параличе произвольной мускулатуры. «Отравленный смо- 
трит тупо, мышцы перестают ему повиноваться, он шатается на 
ногах, как пьяный. Дыхание становится трудным, пульс слабым 
и редким, тело охлаждается и покрывается потом; наконец, на- 
ступает полное расслабление и смерть — по-видимому, без стра- 
даний. Если обнаруживается понос и рвота, то жизнь В боль- 
шинстве случаев спасена». Это описание, приведенное в первом 
научном руководстве по токсикологии на русском языке 
(Е. А. Пеликан, 1878), довольно красочно характеризует отрав- 
ление эзерином. Н. П. Кравков (1909) в ядовитом действии 
эзерина также подчеркивает его парализующий характер. 

Отравление эзерином в настоящее время встречается чрез- 
вычайно редко и представляет больше исторический интерес. 
Это же относится и к другим антихолинэстеразным веществам, 
применяемым исключительно в медицинской практике и к тому 
же, как правило, врачебным персоналом. Наибольший токсико- 
логический интерес представляют фосфорорганические соедине- 
ния — в частности, инсектициды, на клинике отравлений кото- 
рыми следует остановиться подробно. 


КЛИНИЧЕСКАЯ КАРТИНА ИНТОКСИКАЦИИ ФОС 
Острое отравление 


В монографии, посвященной фармакологии и токсикологии 
ФОС (С. Н. Голиков и В. И. Розенгарт, 1960), мы писали, что 
отравления этими ядами в медицинской практике встречаются 
довольно редко. Однако в настоящее время этого сказать уже 
нельзя. ФОС получили столь широкое распространение в раз- 
личных областях производства и прежде. всего в сельском хо- 
зяйстве, что отравления ими уже не являются редкостью, 0со- 
бенно в капиталистических странах, где не уделяется должного 
внимания вопросам профилактики, 
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Л.И Медведь (1962) приводит данные Уэдда, согласно 
торым только за последние 4—5 лет в Японии зарегистрировано 


свыше 7000 случаев отравлений тиофосом, причем около трети. 


пострадавших умерли. - : 

Значительное число случаев отравлений ФОС зарегистриро- 
вано в Англии (@ог4оп, Егеу, 1955). 

А. Якубов (1962) описал 40 случаев отравления ФОС, имев. 
ших место в Таджикистане в 1959—1960 гг. А. В. Голубева и 
Э.Р. Гуглин (1962) наблюдали 17 человек, перенесших острое 
отравление меркаптофосом. 

Отравления людей ФОС могут иметь место в случаях, когда 
персоналом, работающим с инсектицидами в производственных 
или лабораторных условиях, допускаются нарушения правил 
техники безопасности. В производственных условиях интоксика- 
ция ФОС может возникнуть в результате вдыхания паров, по- 
падания ФОС на кожу или одежду и заглатывания их с водой 
и пищей. Смертельные дозы ФОС для человека по понятным 
причинам не установлены. В американской литературе приво- 


дятся, однако, данные, полученные путем специальных клиниче- 
ских исследований на людях (табл. 42). 


Таблица 42 
Токсичность ФОС для человека и их антихолинэстеразная активность 


(СтгоБ, Нагуеу, 1958) 























Доза (мг/кг), вы- | Д: 2), вы- 
Относи- и Вы а Е м 
т тение холинэсте- | ренные симптомы р (мгкг) 
ФоС пе разы на 50 % отравления 
разная 
актив- в/м * в/м 
ность вам» рег 03 ГА рег 0$ в/м рег 03 
ДЕ 1 0,07 0,28 0,083 | 0,32 0,48 2,1 
(в/м) (в/а) 
В, 10 0,025 0,1 0,083 | 0,35 0,38 ТЕ 
(в/м) (в/м) 
Зарин .... 100 0,003 0,01 0,006 | 0,028 0,03 0,14 
(в/а) (в/а) 





* в/м — внутримышечное введение. 


** в/а — внутриартериальное введение. 


Вопросы, связанные с оценкой токсического действия ФОС 
на человека в производственных условиях, меры предосторож- 
ности при работе с ними и правила, контролирующие их приме- 
нение, изложены в официальном отчете комитета экспертов по 
инсектицидам Всемирной организации здравоохранения (1962). 

Для характеристики клинической картины отравления ФОС 
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приводим, случай отравления меркаптофосом (И. С. Файерман 
и др. 1962). 


Мужчина, 31 г, через 1 ч 20 мия после работы в спеподежде (чистил 
цистерну из-под меркаптофоса) почувствовал резкую общую слабость, голово- 
кружение. Наблюдалась повторная рвота, а затем потеря сознания. В бес- 
сознательном состоянии доставлен в больницу. 

От кожи больного, изо рта — резкий запах меркаптофоса. Кожные по- 
кровы покрыты каплями холодного пота. Обильное слюнотечение, повторная 
вота. Сознание затемнено, только временами больной отвечает на повторные 
окрики. Зрачки резко сужены, реакция на свет отсутствует. Арефлексия, рез- 
ко выраженная гипотония мыши конечностей. Непроизвольное мочеиспуска- 
цие и дефекация. Дыхание учащено (до 50 в 1 мин), в легких — обильное 
количество сухих хрипов Пульс 72 удара в минуту, аритмичный. Артериаль- 
ное давление 118/70 мм рт. ст. 

Вскоре (в течение последующих нескольких часов) появились судорож- 
ные подергивания мышц всего туловища и лица, симптом Бабинского с обеих 
сторон. В легких нарастало количество сухих хрипов, появилось обильное 
количество влажных хрипов (нарастающие явления отека легких), число ды- 
ханий достигло 60 в минуту, пульс участился до 130 ударов в минуту, арте- 
риальное давление несколько повысилось. 

В дальнейшем состояние больного колебалось, периоды некоторого про- 
яснения сознания, ослабления судорожных проявлений, уменьшения потоот- 
деления и слюнотечения сменялись нарастающим оглушением (иногда бес- 
сознательным состоянием) с резким двигательным беспокойством, усилением 
фибриллярных подергиваний, отсутствием сухожильных и периостальных реф- 
лексов, неподвижностью резко суженных зрачков, обильным потооделением 
и пр. 

Только через 36 ч после появления первых признаков отравления состоя- 
ние больного начало прогрессивно улучшаться. 


Приведенная картина отравления типична для интоксикации 
ФОС. Однако она может отличаться при отравлении разными 
веществами. Особенности в действии каждого конкретного с0- 
единения могут зависеть от преобладания центральных или пе- 
риферических токсических эффектов, времени их наступления и 
продолжительности, не говоря уже о токсичности, которая 
сильно колеблется у различных представителей и наиболее вы- 
сока в группе ФОС, получивших название нервных газов. Осо- 
бенности отравления различными ФОС у человека описаны в 
литературе: для ДФФ данные приведены У Б. Кильби и 
М Кильби (КИБу В. а. КИБу М. 1947) и Гроба (СгоБ ей а|., 
1947); для ТЭПФ —у Фримана и Эпстейна (Егеетап, Ерзет, 
1955) и Гроба и Харви (СгоБ а. Нагуеу, 1949); для паратиона— 
У Прибилла (РеБШа, 1955), Харрестона (Наггез{ап, 1957), 
Намба и Хираки (МатБа, Нракь 1958) и Янтцена (Лапеп, 
1951); для октаметила — У Гроба (1956); для систокса — у Пет- 
ти (Ре, 1958). 

Для отравления ТЭПФ и тиофосом характерно быстрое те- 
чение. Наряду с симптомами возбуждения парасимпатического 
Отдела нервной системы постоянно отмечаются сильные рас- 
стройства функции центральной нервной системы. Судороги, так 
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путей поступления яда в организм; особенно быстро 
и и ингаляционном отравлении. В случае попа. 
с е ок, а также при его поступлении через кож 
а В развивается не столь бурно и СИМПТОМЫ 
ото действия возникают не сразу. Вначале ОНИ Ха- 
т НЕРИЕУЮГСя нервно-психическими расстройствами (спутан- 
ность мыслей, затрудненная речь, дезориентация и др.), однако 
тут же к ним присоединяется нарастающее затруднение дыха- 
ния. Характерно шумное дыхание вследствие обилия секрета по 
всему ходу дыхательного тракта, а при аускультации — наличие 
широко распространенных хрипов. Смерть наступает в первые 
сутки при явлениях остановки дыхания, причем сердце продол- 
жает некоторое время сокращаться и после остановки дыхания, 
Особенности интоксикации при различных путях поступления 
ФОС определяются не только быстротой наступления симпто- 
мов резорбтивного действия, но и преобладанием тех или иных 
местных симптомов (табл. 43). 
Таблица 43 


равления человека ФОС (в порядке появления) 
от путей поступления яда в организм 


Симптомы тяжелого от 
в зависимости 





Вдыхание паров ФОС 


79 
Поступление в желудок Поступление через кожу 





Тяжесть в груди, Голо- Тошнота, головокру- Мышечные и 
вокружение. Нарушения жение, рвота, понос. | ляции и потение я 
координации движений. Общая слабость. По- | месте попадания яда. 
аксимальное сужение 


‚авлении нервными газами, являются Побтояц, — 











зрачков и нарушения 
зрения. Обильная сали- 
вация и ринорея. Поте- 


ние. Потеря сознания. 
Общие мышечные 


по- 
дергивания. Судороги. 
Гипертония. Дыхатель- 


ные расстройства. Вялый 
паралич. Цианоз. Гипо- 
тония. Коллапс. Смерть. 


кишечные © 





Так, попадание ФО 
пазмы, тенез 
трак 


тение. Умеренный ми- 
03 и нарушение зрения. 
Мышечные подергива- 
ния. Нарушение коор- 
динации. Спутанность 
мыслей и затруднение 
речи. Расстройства ды- 
хания. (Саливация и 
ринорея. Ступор. За- 
труднение дыхания 
(затрудненный выдох). 
Цианоз. Судороги. Ко- 
ма, едостаточность 


дыхания. Гипотония. 
мерть. ы 





С в желудок вызывает ПН" 
мы и другие расстройства функ =. 
та (в более поздних стадиях 


Общая слабость. У 
вокружение. Умер : 
ный — МиоЗ. Обильва 
ея. 
саливация И а 
Гипертония. За м 
ния дыхания ори 
Нарущения КО и: 
ЦИИ ДВИЖЕНИЙ, оз, 
роги. Ступор. ее 
Гипотония. Ко» я 
достаточность 
ния. Смерть. 


воту, 
р 
же 







г 
0 


Ме. 
|=) 
о 
я 
= 
о 


« 


1 


редовг 
тяжел 
или С 
созна! 
прояв. 
вожд: 


т 


ь 





явления могут ое вследствие резорбтивного действия). 
Контакт ФОС с кожен вызывает потение и местные фибрилля- 
ЦИИ МЫШИ, При длительном воздействии на кожу некоторые 
Ф0С (карбофос, меркаптофос) вызывают раздражение и дер- 
цатиты (Е. И. Спыцу, 1962), а при попадании в глаза — конъ- 
онктивиты (И. Т. Ярешко, 1962; И. С. Фаерман, 1962), однако 
для большинства ФОС местное раздражающее действие неха- 
рактерно. Местное воздействие паров приводит к расстройствам 
зрения (сужение зрачка, понижение аккомодации, ослабление 
зрения), усилению секреции слизистой носа, иногда кашлю. Эти 
симптомы в большинстве случаев не определяют тяжести отра- 
вления и его исхода, которые связаны с резорбтивным действием 
яда. 

И. С. Фаерман и др. (1962) на основании опыта изучения 
КЛИНИКИ отравления меркаптофосом отмечают, что наряду с уже 
известной клинической картиной интоксикации (диспептические 
расстройства, МИоО3З, нервно-психические нарушения, бронхо- 
спазм и др.) наблюдаются и другие особенности — в частности, 
волнообразный характер течения патологического процесса: че- 
редование тяжелого состояния с улучшениями. Так, в случае 
тяжелой острой интоксикации периоды затемненного сознания 
или бессознательного состояния сменялись периодами ясного 


сознания. Такой же волнообразный характер носили и другие 
проявления отравления: периоды ухудшения состояния, сопро- 
вождавшиеся усилением судорог, появлением непроизвольного 


Таблица 44 


Симптомы перорального отравления человека зарином 





Доза Симптомы 





0,025 ЛДо Бессимптомно 


0,16 ЛДзо Легкие симптомы возбуждения парасимпати- 
ческого отдела нервной системы: тошнота, лег- 
кий спазм кишечника, обильное потение у по- 
ловины испытуемых. Центральные эффекты. Сон- 
ливость у части субъектов. 


Более отчетливые парасимпатические СИМПТОМЫ 
у всех субъектов: тошнота, ‚спазмы кишечника, 
потение, сжатие за грудиной и под ложечкой. 
Брадикардия. Одышка. Частое мочеиспускание. 
Усталость. Иногда — мышечные подергивания. 
Центральные симптомы: головокружение, на- 
пряженность, тревога, сонливость с кошмарами, 
иногда — депрессия, эмоциональная лабильность. 


Тремор. 

Те же симптомы, но более выражены. Кроме 
того — рвота, тенезмы, понос, фасцикуляции, 
бледность. Затрудненный м замедленный выдох 














мочеиспускания, дефекации и другими симптомами, см 
периодами ремиссий. Особенно ярко эта периодичность 
живалась в появлении потоотделения. 

Клиническая картина при отравлении ФОС оп 
симптомами резорбтивного действия ядов, которые могут быть 


разделены на периферические (мускарино- и никотиноподобные) 
и центральные (см. стр. 158). 


По тяжести отравления ФОС могут быть разделены на лег- 
кие отравления, отравления средней тяжести и тяжелые. 

Клиника легких отравлений ФОС и отравлений средней тя: 
жести подробно изучена Гробом и Харви (1958). Соответствую- 
щие данные из их работы приведены в табл. 44. 


Хроническая интоксикация 


Симптомы хронической интоксикации ФОС изучены не так 
подробно, как клиника острого отравления. Между тем, их вы- 
явление чрезвычайно важно для своевременного диагностиро- 
вания интоксикации у лиц, длительно соприкасающихся в ра: 
боте с ФОС. Заслуга изучения хронической интоксикации при- 
надлежит советским авторам. 

В. А. Крючков (1957) приводит данные по ‘динамическому 
наблюдению в течение 2 лет за состоянием здоровья работни- 
ков, занятых в производстве меркаптофоса. Некоторые из них 
жаловались на головную боль, головокружение, ощущение тя- 
жести в голове, чувство сжатия в висках, понижение памяти, 
нарушение сна, понижение аппетита. У лиц с более выражен- 
ными явлениями интоксикации наблюдалась дезориентация и 
нарушение сознания. В ранних стадиях интоксикации отмеча- 
лись сосудистые расстройства. Иногда у обследованных име- 
лось нарушение глазо-сердечного рефлекса Ашнера, снижение 
памяти, угнетение эмоциональной сферы. У других отмечалась 
ограниченная микросимптоматика, выражающаяся в понижении 
корнеальных рефлексов, иногда появлении нистагма, сглажен- 
ности носогубной складки, отклонении языка и треморе пальцев. 

М. Е. Мачабели, М. И. Таренко, Г. М. Гамбашидзе (1957) 
пишут, что лица, имеющие контакт с октаметилом и, особенно, 
меркаптофосом, предъявляют жалобы на жжение в глазах, го- 
ловную боль, потерю аппетита и тошноту. При обследовании 
_ этих рабочих была обнаружена артериальная гипотония, бради- 
_ кардия и, в некоторых случаях, дерматит. 

_ В. Н. Трефилов, И. С. Фаерман и др. (1962) установили, что 
при хронической интоксикации меркаптофосом наиболее рано 
_ проявляются изменения в виде нарушений вегетативно-сосуди- 
стой регуляции (синусовая аритмия, брадикардия, лабильность 
пульса, асимметрия кровяного давления, акроцианоз) и астении 
(повышенная Утомляемость, быстрая истощаемость психических 
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ощессов). Кроме того, у части лиц, длительно работавших 
у меркаптофосом, наблюдались гастриты, увеличение печени. 
этот период у части обследуемых была снижена активность 
холинэстеразы. Ранние нарушения функции преимущественно 
парасимпатического отдела нервной системы при обследовании 


ли, контактирующих 


с меркаптофосом, 


отмечают 


также 


Т. А. Асрибекова (1962), Х. 3. Любецкий, Б. Э. Гуревич и др. 


(1962), и др- 


К частым симптомам хронической интоксикации ФОС от- 
носятся также жалобы на головную боль, головокружение, 


тошноту. 


Гроб и др. (1950) подр 
действия небольших доз ДФФ на людей. 
проведены на 50 здоровых 
ние 2—5 дней внутримышеч 


обно описали клинические проявления 
Наблюдения были 
людях, которым ежедневно в тече- 
но вводился ДФФ в дозе 1,5—3,0 мг. 


Наиболее постоянные симптомы отражали расстройства функ- 
ции высших отделов центральной нервной системы и желудоч- 
но-кишечного тракта. С меньшим постоянством отмечались рас- 


стройства функции сердечно- 
лярные подергивания) систем. 
лись сравнительно редко (пот 
миоз, затруднение дыхания, 

Из сказанного видно, что сим 


ции ФОС более полиморфны и менее специфичны. 


диспансеризации лиц, 


ходимо проводить тщательное ком 
Диагностика отравлений ФОС 
ских, морфологических и биохимических признаков 


Диагностически 


сосудистой и мышечной (фибрил- 
Некоторые симптомы встреча- 
ение, лакримация, 
брадикардия, тремор и др.). 

птомы хронической интоксика- 


саливация, 


Поэтому при 


занятых работой с инсектицидами, необ- 
плексное исследование. 
основана на ряде клиниче- 


(табл. 45). 


Таблица 45 


е признаки отравления ФоС 





Клинические признаки 


Миоз и спазм аккомода- 
ции (при воздействии па- 
ров). Мышечные фибрил- 
ляции и потение (на месте 
попадания ФОС на кожу). 
Обилие секрета в верхних 
дыхательных путях. За- 
труднения дыхания. Много- 
численные расстройства 
функции центральной нерв- 
ной системы. Клонико-то- 
нические судороги. Нару- 

ения функции желудочно- 
кишечного тракта. 


Патоморфологические 
признаки 


Биохимические 
признаки 








наступление 
трупного окоченения. Си- 
нюшность. Вытекание 
жидкости изо рта и носа. 
Миоз. Гиперемия и отеч- 
ность внутренних органов. 
Четкообразный кишечник. 
Эмфизема и небольшой 
отек легких. 


Быстрое 





Угнетение актив- 
ности холинэстера- 
зы сыворотки кро- 
ви и эритроцитов, 
а также органов 
(посмертно). 










ЛЕЧЕНИЕ ОТРАВЛЕНИЙ ФОС 


Лечение отравлений антихолинэстеразными веществами 


основано на следу 
пальнейшего поступления яда В организм; 2) антидотная те- 


рапия; 3) искусственное дыхание; 4) симптоматическая те- 
: ) 
рапия. 






































Прекращение дальнейшего поступления яда в организм 


Прекращение дальнейшего поступления яда в организм 
достигается различными способами, в зависимости от условии. 
В случае пребывания пострадавшего в атмосфере паров ФОС 
на него надевают противогаз и выводят (выносят) из отра- 
вленной атмосферы. При попадании на одежду или открытую 
кожу жидкого вещества его дегазируют 10—15%-ным раство- 
ром аммиака, загрязненную одежду снимают, кожу промывают; 
| в случае попадания вещества в глаза необходимо немедленно 
сделать промывание. Отравление может также произойти от 
вдыхания инсектицидного порошка, содержащего ФОС. В таких 
случаях необходимо вынести пострадавшего из загрязненного 
помещения и удалить яд со слизистых оболочек и кожи. 

При попадании яда в желудок необходимо срочно дать по“ 
страдавшему взвесь карболена в 2%-ном растворе соды. Та- 
й ким способом достигается не только связывание яда, но и его 
| разрушение щелочью. Эффективность этого способа проверена 
| экспериментально (Е. И. Спыну, 1959). 

Все указанные процедуры не должны занимать много вре- 
мени, так как явления интоксикации нарастают очень быстро. 





Антидотная терапия 


Антидотная терапия состоит в назначении атропина или 
другого эффективного холинолитика (атропинизации) и приме“ 
нении реактиваторов холинэстеразы. 


Атропинизация 


Опыт применения атропина для лечения отравлений ФОС 
оваЕ показал, что в случае тяжелых отравлений эффектив- 
Е я являются лишь большие дозы антидота. Своевременное 
анк атропина в достаточной дозе в значительной мере 

и р и а центральные эффекты действия 

ь т явления бронхоспазма 
В . 1 и прочие симптомы 
о ипатического отдела нервной системы. Этот 
Е ест недостаточно стойким, в связи с чем 
прихол 
риходится повторять по нескольку раз 
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течение часа. Ввиду относительной устойчивости пострадав- 
к атропину, его суточная доза, по данным Фримана и Эп- 


их 
сена (Егеетап, Ер\ет, 1955), в отдельных случаях может 
достигать 94 Мг. 

Для иллюстрации сказанного приводим случай, описанный 
фаешем (Резо 1958). Человек с целью самоубийства принял 


ю смертельную дозу метилпаратиона. Вскоре у него 
едующие симптомы отравления: профузное пото- 
з, бессознательное состояние, в дальнейшем раз- 
вился отек легких. Пострадавшему было сделано промывание 
желудка и начато внутривенное введение атропина (первая 
доза —2 Ме плюс капельное введение 4 мг, в последующем — 
введение по 0,5 мг внутривенно через каждые 1]. ч). За первые 
Зчв общей сложности было введено 10,5 мг атропина. После 
того как доза атропина составила 8 мг, у пострадавшего рас- 
ширились зрачки, прекратилось потоотделение, исчез отек лег- 
ких и прекратилась секреция слизи в бронхах. Через 4 ч после 
начала лечения у больного полностью восстановилось сознание. 
На основании опыта лечения интоксикации паратионом автор 
рекомендует (при пероральном поступлении яда) обильные про- 
мывания желудка взвесью активированного угля и внутривен- 
ное (а также внутримышечное) введение атропина (до 70— 


100 мг в сутки!). 

Атропин, по-видимому, достаточно эффективен и при отра- 
влении детей. Так, Туфил (Тиё, 1958) сообщил об излечении 
двухлетнего ребенка от тяжелого отравления эмульсией пара- 
тиона. Ребенку вначале было введено 0,8 мг атропина подкож- 
но, но, ввиду отсутствия четкого эффекта, атропин ввели внутри- 
венно дважды по 0,4 мг. Дальнейшее лечение состояло в по- 
вторных введениях этой же дозы подкожно. Общая доза атро- 


пина была 2,8 мг. 
Для лечения различных форм отравления ФОС может быть 


рекомендована следующая схема атропинизации. 
При легких отравлениях вводят 2 мг атропина (внутри- 


мышечно или подкожно), затем повторяют его введение через 
в атропинизации (су- 


9—3-кратну 
появились сл 
отделение, мио 


каждые 20 мин до появления признако 
х средней тяжести вводят 2—4 мг 
г каждые 3—8 мин до 


хость во рту). При отравления 
атропина и повторяют введение по 2 м 
прекращения симптомов отравления или появления признаков 
атропинизации. При тяжелых поражениях (судороги, расстрой- 
ства дыхания) начальные дозы атропина составляют 4—6 м2 
(желательно внутривенное введение; другие способы введения 
могут оказаться неэффективными из-за возможности наступле- 
ния паралича дыхательн до всасывания атропина). 
Введение атропина повторяется через соответствующие интер- 
валы таким образом, чтобы поддерживались умеренные при- 
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знаки атропинизации в течение 1—2 суток. Полной дозой атро. | 
пина на курс лечения. считают 50 мг (@гоБ, 1956). Когда ИМП. 
томы отравления начинают стихать, можно перейти на дачу 


атропина рег оз. Судя по клиническим наблюдениям, при от- 
равлении ФОС устойчивость человека к атропину значительно 
повышена, причем тем больше, чем тяжелее отравление; по- 
этому опасения в отношении возможного отравления атропином 
не должны преувеличиваться. Нужно, однако, помнить о про- 
тивопоказаниях к применению атропина: атропин нельзя вво- 
дить пострадавшему при резкой кислородной недостаточности 
из-за возможности осложнений со стороны сердца (трепетание 
желудочков). В этом случае антидотному лечению должно пред- 
шествовать искусственное дыхание. Следует также помнить 
о нежелательности ошибочного введения повышенных доз атро- 
пина неотравленному человеку. В таких случаях могут наблю- 
даться явные признаки атропинизации (сухость кожи и слизи- 
стых оболочек, жажда, затруднения при глотании, мидриаз, 
парез аккомодации, падение физической и умственной работо-_ 
способности, головная боль, головокружение, потеря ориенти- 

ровки, галлюцинации, дремота, иногда маниакальное состоя- 

ние). Эти явления могут быть ослаблены эзерином, прозерином 

или галантамином. В условиях самопомощи и взаимопомощи 

доза атропина не должна превышать 2 мг; в случае оказания 

помощи младшим и средним медицинским персоналом макси- 

мальная доза атропина составляет 6 мг (@гоьЬ). 

Атропин может быть заменен другими эффективными 
холинолитиками (см. стр. 303); однако данные об их клиниче- 
ском использовании в литературе нет, если не считать единич- 
ных сообщений о применении для лечения отравления ФОС 
‚ дипаркола — динезина `(Роигиег е{ а|., 1961). Однако по 
этим работам нельзя судить о преимуществах дипаркола перед 
атропином. 

Применение атропина для лечения отравлений ФОС прове- 
рено на практике и дало несомненные положительные резуль- 
таты. Однако в литературе встречаются отдельные сообщения 
о недостаточной эффективности атропина при тяжелых пора- 
жениях ФОС, сопровождающихся развитием коматозного со- 
стояния. Так, Ратус и Боттомли (Каз, ВоЦопйу, 1958) сооб- 
щили об отравлении паратионом, причем больной погиб, не- 

смотря на внутривенное введение атропина. Такого рода исходы 


— особенно возможны, если атропин применен с запозданием и 


в недостаточной дозе. 

— К недостаткам атропина относится также неполнота его 
_ антагонизма с ФОС. Атропин устраняет мускариноподобные 

симптомы, в то время как очень опасное никотиноподобное дей- 

ствие на дыхательные мышцы продолжает оставаться. Такого ро- 

да явления особенно часто могут наблюдаться при отравленин 
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большими дозами ФОС, превышающими 1—2 смертельные 
дозы. В таких случаях хороший лечебный эффект можно ожи- 
дать от применения реактиваторов холинэстеразы. 


Применение реактиваторов холинэстеразы 


До последнего времени в литературе в отношении примене- 
ния реактиваторов холинэстеразы приводились лишь экспери- 
ментальные данные (см. стр. 312). Недавно появились сообще- 
ния о возможности их эффективного использования для лече- 
ния людей (Ет@тапп её а|., 1958, 1960; СгоБ, Лойз, 1958; РВа- 
\ез, Отееп, 1959; РипсКез, 1960; Гамедие е{ а1., 1961; Муереп{е]- 
дегеЁ а1., 1961, и др.). 

Из многих реактиваторов холинэстеразы в медицинской 
практике нашли применение пока два препарата: 2ПАМ и 
ПАЗ. Установлено, что их эффективность во многом зависит 
от содержания препарата в крови. По данным Сундвалля 
(ЗипамаИ, 1960), при внутримышечном введении человеку 
ЭПА$З в дозе 30 мг/кг (в 12,5%-ном водном растворе) терапевти- 
ческий уровень в плазме (4 у/мл) достигается через 5—10 мин 
после введения, Максимальная концентрация (15 у/мл) — че- 
рез 20 мин; через 90 мин концентрация держится на уровне 
терапевтической. При внутривенном введении 20 мг/кг 2ПА$ 
сразу достигается концентрация 40—50 у/мл, ‘однако через 
30 мин она снижается, а через час оказывается такой же, как 
и после внутримышечного введения. В случае перорального вве- 
дения 45 мг/кг в желатиновых капсулах максимальная концен- 
трация в плазме (5 \/мл) достигается только. через 1 ч и дер- 
жится примерно на этом уровне в течение 3 ч. На основании 
Этих данных предпочтительным, особенно в тяжелых случаях, 
следует считать внутривенное введение. Внутримышечное вве- 
Дение также может быть рекомендовано, но не в экстренных 
случаях. Пероральное введение при острых отравлениях мало- 
Эффективно, но может оказаться полезным для профилактики 
отравлени ‹ой интоксикации. 

В Е случаев отравления ФОС был 
применен внутривенный способ введения реактиватора. Е 

Для характеристики лечебного эффекта АЕ 
линэстеразы рассмотрим несколько случаев. Функес ( не 
1960) применил 2ПАМ для лечения мужчины, доставле, 


я коллапса. 
после 4-ча ‹онтакта © паратионом В состоянии 
ве 9: татности повторных инъекций атропина, 


Через 10 мин после начала внутривен- 
ено было примерно 30 мг пре- 
пПарата, наступило резкое улучшение состояния пострадавшего. 

Еще более разительный пример можно встретить у Эрд* 
мана и др. (Ег@тапи её а1, 1958). Мужчина выпил раствор, 
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АМ, когда введ 











































содержащии а - 
ной смертельной дозе. Спустя 15 мин у пострадавшего появи- 
лась рвота, он впал в бессознательное та наступили 
расстройства дыхания, возникли клонические судороги. На про- 
тяжении 15 мин отравленному внутривенно было введено 14 мг 
атропина. Это привело лишь к временному улучшению: боль- 
ной вскоре снова впал в коматозное состояние. Решающее 
влияние на состояние пострадавшего оказало введение 2ПАМ 
(внутривенно 50 мл 1%-ного раствора): сразу же после введе- 
ния антидота у больного улучшилось дыхание, и он пришел 
в сознание. 

Оба приведенных случая чрезвычайно показательны в том 
отношении, что они свидетельствуют о явно недостаточной эд- 
фективности атропина при тяжелых формах отравления ФОС и 
перспективности применения в таких случаях реактиваторов 
холинэстеразы. 

Заслуживает также упоминания случай, приведенный Фор- 
нье и др. (Еоигшег её а|., 19616). Юноша 17 лет с целью само- 
убийства принял 0,8 г паратиона; через 3 ч он впал в коматоз- 
ное состояние, сопровождавшееся цианозом, брадикардией, мид- 
риазом, нарушениями дыхания и судорогами. Несмотря на 
энергичное и обоснованное лечение (атропин, дипаркол, кам- 
фара, кордиамин, промывание желудка, интубация с искус- 
ственным дыханием и трахеотомия), состояние больного оста- 
валось тяжелым. Медленное (в течение часа) внутривенное 
введение 2ПАС дважды по 500 мг оказало выраженное лечеб- 
ное действие (прекращение комы и судорог, восстановление 
пульса и нормализация дыхания). Больной был выписан в хХо- 
рошем состоянии. : 

Вряд ли следует, однако, ограничивать применение 2ПАМ 
только тяжелыми формами отравления ФОС. Этот антидот ока- 
зывается достаточно эффективным и при более легких отравле- 
ниях, причем в этих случаях он может приниматься внутрь. 
Эрдман и др. (Ег4тапп и др., 1960) приводят такой случай. 
Три человека случайно отравились ДФФ. Через 30 мин после 
контакта у них развился сильный миоз (сохранявшийся до 

10 дней), появились боли в животе, слабость в ногах, салива- 
ция, сопровождающаяся болями в области слюнных желез, ри- 
норея. Активность холинэстеразы крови понизилась на 50%. 
Через 6 ч после однократного приема 500 мг 2ПАМ почти все 
симптомы отравления исчезли. Вскоре после приема антидота 


наблюдалась реактивация холинэстеразы, но полное восстано- 
вление активности наступило только через 10 дней. 

Резкое повышение активности холинэстеразы, до 60% нор- 
мы, после введения 2ПА$ человеку, отравленному фосфорорга- 
ническим инсектицидом, отмечает также Левек и др. (Геуедие 
еЁ а|., 1961). На протяжении последующих суток наблюдалось 
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6 г паратиона, что соответствует его 10—20-крат. 


9ПАМ с0< 
500 мг/ми! 
принять и 


Искусс 
лого отрат 
НИЯ С ЯВЛ 
СТву иску 
Димости | 
Слюной и 

Удали 


лее медленное повышение активности холинэстеразы. По на- 
людениям Целисье и др. (СеНсе её а|., 1960), после восстано- 
ления нормальной активности холинэстеразы повторные при- 
мы ПАМ неэффективны. : 
Эффективность реактиваторов холинэстеразы при отравле- 
ях людей ФОС находирх свое подтверждение и в наличии 
тагонистических отношений между 2ПАМ и ФОС в действии 
а различные функции. Так, по данным Гроба и Джонса (@гоБ, 
ори, 1958), у людей введение внутриартериально 0,05—0,1 мг 
ЭПАМ или ДАМ быстро устраняло нервно-мышечный блок, вы- 
званный самыми различными ингибиторами холинэстеразы, при 
этом мускариноподобные симптомы и нарушения функции ЦНС 
не устранялись. 

Проверенная в клинических условиях полная лечебная доза 
9ПАМ составляет 9 г. Рекомендуемая скорость введения 
500 мг/мин (@гоь, Зовпз, 1958). Такую же дозировку можно 
принять и для 2ПА$. 








Искусственное дыхание 


Искусственное дыхание производится обычно в случае тяже- 


лого отравления ФОС, когда имеются резкие затруднения дыха- 
ния с явлениями цианоза. Прежде чем приступить к производ- 
ству искусственного дыхания, необходимо убедиться в прохо- 
димости воздухоносных путей, которые часто бывают забиты 
слюной и слизью. 

Удалив слизь из дыхательных путей и убедившись в их про- 
ходимости, приступают к искусственному дыханию. Илем и др. 
(Тат е{ а|., 1951), специально проверявшие пригодность раз- 
личных способов искусственного дыхания при отравлении лю- 
дей нервным газом, в соответствии с мнением многих других 
авторов пришли к выводу о непригодности ручных способов ис- 
Кусственного дыхания из-за наличия бронхоспазма и паралича 
дыхательных мышц. Авторы в полевых условиях, в случае от- 
сутствия соответствующих аппаратов, рекомендуют применять 
вдувание воздуха непосредственно изо рта оператора в маску 
пострадавшего. Значительно лучшие результаты получаются при 
Вдувании воздуха (лучше в смеси с кислородом) в легкие че- 
рез трахею, для чего служат специальные аппараты. В случаях 
отравлений средней’ тяжести искусственное дыхание может 
быть заменено кислородотерапией. И то, и другое необходимо 
применять до восстановления дыхательной функции. 

Симптоматическая терапия производится по ряду показа- 
ний. В случае продолжения судорог, несмотря на ‘дачу анти- 
Дотов, рекомендуется введение триметина (повторные инъекции 
ПО Оно ны боль 0 в сутки)» тиопентала натрия или пена 
барбитала натрия (введение последнего предпочтительнее из- 
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за меньшего угнетающего влияния на дыхательный центр). 


Барбитураты также назначаются для снижения беспокойства > 


и страха. Ввиду имеющихся расстройств дыхания наркотики 
рекомендуется применять с осторожностью: внутримышечно и 
в половинной дозе. Препараты морфия противопоказаны. При 
наличии резких расстройств дыхания показано введение кора- 
зола. Хороший результат дает кислородная терапия. На введе- 
ние кислорода лучше переходить сразу после прекращения 
искусственного дыхания, как только восстановились самостоя- 
тельные дыхательные движения, но явления гипоксии еще не 
прошли. Для стимулирования сердечной деятельности и борьбы 
с гипотонией и цианозом некоторые авторы рекомендуют при- 
менять норадреналин, симпатол и кордиамин (НупанекКх, Уег- 
сиуззе, 1961). 

При тяжелых формах отравления хороший результат дает 
применение кортизона, направленное на стимулирование неспе- 
цифических защитных реакций организма. В отдельных слу- 
чаях может понадобиться, по-видимому, применение средств 
защиты печени. В период выздоровления показана также вита- 
минотерапия. Во избежание наступления аспирационной брон- 
хопневмонии рекомендуется раннее применение антибиотиков. 
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Алдрин (гексахлоргексагидродиметан- 
нафталин) 150, 323 
Алкилфосфаты 326 
Амбеноний (мителаза, мисуран, окс- 
амезил \: №-8077) 13, 14, 21, 74, 
75, 1927, 160, 162, 163, 253, 297 
Амидоамины замещенных уксусных 
кислот 301 
Амиды фосфорных кислот 293 
Амизил 939, 268, 301, 302, 304, 311 
Аминазин 301, 308, 311 
п-Аминобензолсульфамид 287 
Аминоспирты 311 
— производные 1, 3-аминопропанола 
1 
Аминофиллин 327 
Аналептики 327 
Аналог табуна фтористый 294 
Антибиотики 342 
Апогалантамин 87 
Апрофен 231, 302, 305, 310 
Армин 161, 174, 175, 177, 258, 2 
263, 965, 966, 275, 280, 281, 
285, 319 
Арпенал 174, 178, 301, 305 
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300, 
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245, 246, 249, 250, 251, 253, 266, 
285, 286, 289, 292, 297, 298, 312, 
324, 325 

две 13-25-23: 

Ацетилтиохолин 45 

Ацетион 152 

Ацетоксим 134 

Бал 327 

Байер-29493 147 

Барбитураты 323, 328, 342 

Бензамон 262 

М№-Бензилатропин 309 

Бензоилхолин Ш, 13, 14, 25, 27, 40 

Бензпиринбромид 258 

1,5-бис- (М-аллил-№, М№-диметил-4-ам- 
моний-фенил)-пентан-3-он дибромид 
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1,5-бис- (4-аллилдиметиламмоний-фе- 
нил-) н-пентан-3-он бромид 165 

Бис- (диэтьламино) -фторфосфат 100 

М, №-бис- (диэтил-2-хлорбензиламмо- 
ний-метил-оксамид-дихлорид) см. 
Амбеноний 

Бис- (М-метилпиперидиний-№-2-метил- 
кумаринил-5) -кетондийодид см, 
СТ-3318 

Бис-[4-оксиминометилпиридиний (1)]- 
метиловый  эфир-дихлорид см. 
таН-6 

1, 5-бис- (4-триметиламмоний-фенил) - 
пентан-3 15 

Бис- (триэтиламмоний-этил) -изофта- 
латдийодид (15-3 3 

0, 0-бис (М-этилинхолиний-8) -пента- 
метиленгликолдийодид см. КР-3381 

Бретилий 192 

М№-Бромацетамид 58 

Бромелин 129 

М№-Бромсукцинимид 58, 102 

Бускопан 310 ^ 

Бутираты холина, фенила и индокси- 


Бутирилтиохолин 27 
373 








Бутирилхолин 11, 13, 14, 23—27, 29, 


Валерилхолин 11, 27 

Вещества ганглиоблокирующие 302, 
310 

— деполяризующие 211 

— курареподобные 211, 302 

— местноанестезирующие 312 

Витамины 327 

Витамин В! 87 

— С 327 

— Е 87 

— Р 327 

Газы нервные 268, 270, 307 

Галантамин, см, Нивалин 

Галлацетофеноноксим 134 


Гамон 90 
Гд-7 93, 122, 217 


Гд-42 (метилсульфометилат о-этил- 


$-В-меркаптоэтилового эфира ме- 
тилфосфиновой кислоты) 30, 93, 

112, 122, 216, 217, 219 

Гд-107 217 

Гд-108 217 

Гексаэтилтетрафосфат (бладан) 95 

Гексилацетат 27 

Гексоний 191, 266, 310 

Гемихолиний 299, 324 

и 83, 84, 98, 100, 133, 
1 


Гистамин 178, 287 

Гистидин 101 

Глицеризин 327 

Глюкоза 327 

Глюкозоксим 134 

Гомохолин 170 

Гутион 126, 279 

ГЭПФ 165 

ГЭТФ 169 

ДАМ (диацетилмоноксим) 137, 143, 
313—317, 319, 320, 341 

Дарстин 307 

ДДФФ 94, 278 

Декаметоний 205, 208, 314 

Демекарий (декаметилен-бис-М№-ме- 
тилкарбаминоил-М-триметиламмо- 
ний-фенол-тосмилен) см. ВС-48 

Деметол 213 

Диазинон 102, 153, 213, 278 

Диалкилироизводные хинолина 294 

Диалкилфосфорилпроизводные ами- 
нофенолов 294 

Диацетилмоноксим 101, 134 

Дибенамин 192 

Ди-н-бутилфторфосфат 129 

11-Дигидро-17-оксикортикостерон- 
21-ацетат 327 

Ди- (изопропиламидо) -фторфосфат 
см. Мипафокс 
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Диизонитрозоацетон 134 
Диизонитрозоацетилфуран 134 


Диизопропилфторфосфат (ДФФ) 13, 
14, 21, 29, 46, 47, 49, 50, 58, 59, 85, 


90, 95, 97, 98, 100, 101, 105—108, 

114, 126—130, 141, 144, 145, 147— 

160, 161, 164, 165, 169—171, 
175, 180, 183, 184, 186, 189—191, 
194, 195, 197—199, 206, 207, 209, 
910-913, 218,220, 226, 229, 231, 
232, 236, 238—240, 249, 253, 254, 
258, 259, 266, 267, 269—271, 274— 
279, 284—288, 290, 291, 204—997, 
303, 306, 307, 309, 312—316, 318, 
321, 322, 326, 397, 328, 330, 331, 
387, 340 

Диизопропоксифосфорилтиохолин 294 

Диметиламид О-лизергиновой кисло- 
ты. 85 

Диметиламиноэтанол 138 

п- (В-диметиламиноэтил) -фениловый 
эфир диметилкарбаминовой кисло- 
ты 77 

3, 3-Диметилбутилацетат 27, 35, 125 

М, М-диметилкарбамат- (2-окси-5-фе- 
нилбензил)-триметиламмоний бро- 
мид 176 

Диметилкарбамилхолин 79, 81, 82 

Диметилкарбамилфторид 30, 81, 82 

Диметил- и диэтилфторфосфаты 88 

Диметоат 149 

Димефокс 154, 183, 283, 293, 316 
ДИНА (диизонитрозоацетон) 133, 
Е. 142, 143, 312, 320 

Динезин 307, 338 

Динитрофенол 154, 287 

2, 4-Динитрофторбензол 45 

Диоксиминоацетон 206 

3, 4-Диоксифенилаланин 97 

Дипаркол 86, 231 

о, а-Дипиридил 101 

Диплацин 211, 212 

авы 2-дихлорвинилфосфат 


Ди-н-пропилфторфосфат, 126 

Диптерекс 279, 316 

Дитилин (диацетилхолин, сукцинил- 
холин) 86, 209, 211, 297, 314 

Дитио 258 

Дитиофос 131, 273, 277, 281, 305 

Дифазин 174 

Дифацил см. Спазмолитин 

2, 2-Дихлорвинилдиметилфосфат 152 

Дифенин 328 

Дифосфопиридиннуклеотид 153 

Диэтиламид_ 2-бром-О-лизергиновой 
кислоты 85 

— — ЮО-изолизергиновой 85 

— — ЮО-лизергиновой см, 1.$)-25 


М: Ш чз 













вым». 
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на А чи, СЫ 































































Диэтиламид кислоты Г-лизергиновой 
85 

— — 0-1-метиллизергиновой 85 

Диэтилбис (диметиламидо) пирофос- 
фат 322 

Диэтил-п-хлорфенилфосфат 112 

Диэтилфосфорилтиохолин 121 

Диэтилфторфосфат 100, 129, 213 


Диэтоксифосфорилтиохолин 30, 294 
арин 90, 91, 97, 98, 100, 101, 106, 
120, 121,125, 134—142. >143, 144, 
145, 146, 147, 151, 162, 164, 167, 
170, 173, 175, 179, 181, 186, 188, 
189, 190, 191, 206, 209, 210, 213, 
998; 229; 233, -237,. 210. 211, 212, 
276, 277, 281, 283, 284, 285, 287, 
297, 300, 303, 304, 306, 307, 310— 


316, 319, 330, 333, 334 
Зоман 213, 268. 
Изатин-В-оксим 134 
Изоникотинилформальдоксим 137, 138 
Изонитрозоацетофенон 134, 137 
Изонитрозодимедон 134 
Изо-ОМПА 13, 14, 126 
Изосистокс 93, 175, 216, 310 
— метилсульфометилат 215 
Имидазол 46, 98, 100, 101 
9- (имидазолил-4!) -фенилацетат 45 
Индофенилацетат 63 
Иприт азотистый 7 
Иохимбин 192 
ИЭМ-250 167 
Иодацетамид 154 
Йодметилат изоникотинилформальд- 

оксима 138 
— никотингидроксамовой 
134, 137, 143 

— никотинилформальдоксима 137 
— пиридин-2-альдоксима см. 2ПАМ 
— пиридин-4-альдоксима см. 4ПАМ 
— фенил-3-пиридил-анти-кетоксима 84 

Калий 40, 195, 196, 202, 203, 325 

Каломель 166 

Кальций хлористый 325 

Камфара 327 

Карбамилхолин 82 

Карбиноламин 142 

Карболен 336 

Карбофос 211 

289, 333 

Карбохолин 53, 170, 198, 207, 262 

Квалидил 211, 212 


кислоты 


Кислота бензгидроксамовая 101, 134, 
137, 142 
— бетаингидроксамовая 138 
— галловая 97 
— гидроксамовая 299, 315 
— изоникотингидроксамовая 101, 134 
я 98, 151 


— изопроксиметилфосфоинова 


242, 268, 273, 277, 278, 





АННЕ 2 : 
ы " норы отн ера трети анеоттт = 





Кислота карбаминовая 83 

— п-метилбензгидроксамовая 134 
— М-метилпиколиновая 321 
а 


— морфолин-О-лизергиновая 85 


— никотингидроксамовая 101, 137, 
138, 142, 315 

— пиколингидроксамовая 133, 134, 
137, 142 


— пиридин-2-гидроксамовая 134 
— салицилгидроксамовая 134 
— синильная 99. 320. 324 

— фосдриновая 

— фурогидроксамовая 134 
Коралокс 263 

Кораль 279 

Магнезия сернокислая 309 
Магний 153, 325 

Магнолин 86 


Малатион 93, 102, 103, 152, 153, 189, 
213, 279, 280, 308 

Малатионаза 152 

Меркаптофос 93, 102, 103, 118, 153, 


168, 169, 185, 189, 190, 191, 214, 227, 
228, 241, 243, 244, 270, 271, 281, 303, 
306, 310, 330, ЗЗ1, 333, 335. 
Мерпанит 305 
Мескалин 239 
Местинон 264, 265 
Метадон 87 
Метамизил 239 
Метансульфонат 
тиламмония 84 
Метансульфонилфторид 84, 85 
Метасистокс 316 
Метафос (метилпаратион) 147, 
289, 306 
Метгемоглобинообразователи 324 
Метилглиоксим 134 
Метил-, диметил- и триметилфосфины 
87 
Метиленовый синий 67 
Метилизопропоксифосфорилтиохолин 
120 


3-оксифенилтриме- 


183, 


Метилкарбамилхолин 81, 82 
Метилмеркаптофос 247, 281 
2-метил-1, 4-нафтогидрохинондифос- 
фат 267 
Метилпараоксон 118 
Метилпаратион 102, 117, 147, 310, 337 
Метилсульфометилат изосистокса 175 
Метилфосфорил-В-метилхолин 170 
Метилфторфосфорил-В-метилхолин 143 
Метилфторфосфорилгомохолин 13, 143, 
170, 275 
Метилфторфосфорилкарбохолин 170 
Метилфторфосфорилхолин 94, 143, 
209, 210 


375 











Метилфосфорилхолин 170 
М-Метилхинолинийдиэтилфосфат 93 
Метилэтилтиофос 287 


Метилэтоксифосфорилтиохолин 13, 94, 
126 


Метоксин 305 


Метйодид никотингидроксамовой кис- 


лоты 133 


— пиридинальдоксима 396 
Мехолин 170 


МИНА (моноизонитрозоацетон) 101, 
199, 206, 296, 


133—137, 142, 144, 
312—317, 319, 320 
Миотин 78, 80 
Мипафокс 13, 14, 114, 126, 
213, 284 
Мисуран см. Амбеноний 
Мителаза см. Амбеноний 
Митолон 309 
Монодрал 301, 304 
Монометилкарбамилхолин 79 
Моноэтиламид 85 
У (2, 3,4 5, 7-пентаоксифлавон) 
а = 87, 240, 328 
Мультерган 86 
Мускарин 300 
-: Е офи 122, 202 
а О, 203 
Натрий-5-этил 
рат) 229 
Неостигмин см. Прозерин 
Нибуфин  (п-нитрофениловый эфир 
а кислоты) 161, 
168, 258, 2 
Нивалин в 167, 170, 171, 184, 190, 
195, 198, 212, 229, 955, 935, 234, 235, 
236, 242, 247, 256, 957, 268 
Никетамид 327 
Никотин 87, 164, 172, 178, 241, 296 
Никотинамид (витамин РР) 327 
Никотинилформальдоксим 137 
Нитрит тиосульфата 320 
п-Нитрофенилацетат 42, 47, 50, 58, 
‚ 150 
о-Нитрофенилбутират 63 
Новокаин 312, 325 
Норадреналин 342 
Ока шрадана 154, 155 
Оксазил 253 
Оксамезил см. Амбеноний 
Оксамиды 309 
17-Оксикортикостероиды 214, 327 
м- и п-Оксибензальдоксимы 134 
Оксиметилдимефокс 155 
Оксиметилшрадан 103, 155, 157 
Оксимы 299, 315, 317, 319 
2- Оксиоксимы 390 
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(1, 3-диметилбарбиту- 


130, 143, 


3-Оксифенилтриметиламмоний 71 

М- -Оксифенилтриметиламмонийбро- 
мид 165 

о-Оксиацетофеноноксим 134 


Октаметил (шрадан) 96, 102, 103, 


143, 154, 156, 178, 179, 183, 213, 
254, 270, 276, 283, 284, 287, 293, 
298, 303, 306, 310, 319—314, 316, 
399—394, 331 

Октаметилен-бис- (карбаминоил-М- 
о ОАФ 173 
ПАД 3 

2ПАМ см. Пиридин-2-альдоксиммет- 
йодид 

4ФПАМ 146 

Папаин 42, 129 

Парамион 212 

Параоксон см. Фосфакол 

Паратион (тиофос) 91, 92, 100, 102, 
103, 105, 106, 110, 114, 17, 130, + 
148 149, 150, 153—155, 157, 165, 168, 
169, 175, 179, 182, 183, 185, 189, 190, 
191, 194, 210, 922, 296—299, 232, 
237, 241, 244, 271, 272, 273, 276, 278, 
281, 283, 286, 987, 288—290, 293, 
303—306, 308, 310, 312, 313, 316, 
322, 323, 394. 326, 330, 331, 337, 
338, 339, 340 

М№-парахлорфенил-М-метилкарбамат 
метаоксифенилтриметиламмония 184 

2ПАС 314, 315, 319—321, 339—341 

Пахикарпин 310 

Пентаметоний 310 

Пентан-2, 3, 4-трион-2, 3-диоксим 134 

Пентафен 174. 195, 199, 242, 292, 301, - 
302, 306, 311 

Пентилентетразол 239 

Пентобарбитал натрия 341 

Пепсин 51, 58 

Перманганат калия 103 

Пикротоксин 239 

Пилокарпин 164, 172, 258, 262, 312 

Пиридин-2- альдоксимметйодид 30, 
101, 133—136, 138, 139, 141, 143, 
144, 146, 152, 163, 168, 193, 194, 209, 
210, 312—321, 339—341 

Пиридин-3-альдоксимметйодид 134, 
142 


=: 


Пиридин-4-альдоксимметйодид 134, 
136, 138, 142, 146 

Пиридостигмин 81, 82, 84, 169, 249, 253 

Пирогаллальдоксим 134 

Пиролаксон 212 

Пиротенз 167 

оО 95, 166, 175, 206, 227, 256, 
262, 273, 275, 284, 285, 300 

Пирофосфат 189 

— тиамина 87 

Питуитрин 328 


вс. 


золы 


#>—- 


Г 
п 
п 
п 





Потазан 92, 153, 278 

Пробантин 308 

Прозамин 265 

Прозерин (простигмин, неостигмин} 
32, 33, 53, 77, 79, 80, 82, 84, 160, 
161, 163, 164, 169, 171, 173—177, 
184, 187, 190, 193, 195, 197, 198, 199, 
201, 204, 207, 212, 215, 216, 221, 299, 
224, 229, 232, 235, 240, 242, 950, 951, 
252, 254—258, 263—265, 967, 968, 
279, 291, 297, 299, 312. 322, 395 

Производные дифенилгликолетов 299, 
325 


— кислоты М-диметиламинобензоил- 


гидроксамовой 315 

— — пирофосфорной 275 

— фенотиазина 311 

— фосфорилхолинов 275, 9294 296, 
315 


Промазин 86 

Пропазинметилсульфат 

Пропилацетат 27 

Пропионилхолин 11, 14, 23, 27 

Простигмин см. Прозерин 

Резерпин 192 

Салицилальдоксим 134 

Серозодород 129, 150 

Серотонин 86 

Сецерган 86 

Симпатол 342 

Систокс см. Меркаптофос 

Скополамин 180, 301—303 

Соединения тионовые 293 

Соли метониевые М-диметиламино- 
фенолбензоата, ацетата и М-толуа- 
та 212 

— натриевые 
кислоты 169 

Спазмолитин (дифацил) 301, 304, 311 

Средства наркотические 328, 342 

— противосудорожные 328 

— холинолитические 299, 302 

Стрихнин 67, 87, 221, 239, 240 

Строфант 327 

Сукцинилхолин см. Дитилин 

Сульфамид 287 

Сульфат аммония 65 

— магния 325 

Сульфометилат-3- (диизопропокси- 
о 


Табун 90, 91, 97, 99, 101, 195, 143, 
151 167, 175, 182, 186, 189, 195, 198, 
209, 213, 225’ 298, 229, 245, 267, 274, 
275, 303, 307, 324, 326 

Такрин (1.2, 3, 4-тетрагидро-5-амино- 
акридин) 86, 211 

Твин-20 (полиоксиметиленсорбитан- 
монолаурат) 66 


(лизиван) 14 


дифенилбутилуксусной 


Тензамин 167 

Тензилон см. Эдрофоний 

Теофиллин 398 

Тестостерон 154 

Тетрагидроаминоакридин см. Такрии 

Тетраизопропилпирофосфорамид см, 
Изо-ОМПА 

Тетрам 103 

Тетраметиламмоний 70, 71, 76 

Тетраметохининметйодид 184 

Тетра-н-пропилпирофосфат 129 

Тетраэтиламмоний 71, 178, 196 

Тетраэтилдитиофосфат 310 

Тиамин см. Витамин В! 

Тиаминопропилдисульфид 327 

Тимет 93 

Тиогликолат 129 

Тиопентал натрия 328, 341 

Тиопропазат 86 

Тиофос см. Паратион 290 

Тиофосфен 258, 263 

Тиохолин 63 

Тирозин 97 

ТМБ-4 (1, 3-бис- (М-пиридиний-4-альд- 
оксим)-пропандибромид 139—141, 
143, 152, 312—316, 318—320 

Тосмилен 263 

Тофранил 86 

Треонин 101 

Триацетин 24—28 

Трибутирин 28, 59 

Триизонитрозопропан 134 

Триметиламинопропан 38 

Триметиламмоний 71, 76 

Триметин 328, 341 

1,2, 4-Триоксибензол 97 

Триортокрезилфосфат (ТОКФ) 96, 
127, 130, 156, 213, 290 

Трипсин 41, 47, 48, 52, 58, 85, 106, 
129 


Триэтилентиосфосфорамид 266 

Три- (этилфенил) -фосфат 213 

Тропацин 195, 231, 302, 303, 311 

х-Тубокурарин 209—212, 302, 309, 
314 


ТЭПФ (тетраэтилпирофосфат) 30, 36, 
57, 58, 91, 94, 95, 97, 101, 106, 114, 
127, 128, 129, 130, 132, 1338, 150, 
161, 165, 169, 181, 184, 186, 188—191, 
193, 194, 200, 206, 207, 209, 210, 218, 

‚ 296, 231, 237, 249, а о 
56, 270, 275, 285, 287, —304, 
Е ‚ 307, 310, 212—316, 318, 322— 
324, 328, 330, 331 

Углеводороды хлорированные 299, 
323 


Уретан 185 
Фенадон 87 
Фенерган 86 








Фенилглиоксим 134 

Фенилметансу льфонилфторид > 

Фенилтриметиламмоний И 

Фенотиазина ВЕНЕ 
ные 301 

Физостигмин см. Эзерин 

Фосарбин см. Пирофос 

Фосдрин 94, 102, 104, 152, 153 

Фосфакол 91, 100, 101, 105, 106, 109, 
110, 114, 118, 126, 127, 129, 130, 
141, 144, 147, 150, 160, 161, 163, 
164, 168—170, 175, 177, 181, 193, 
194, 200, 205, 206, 210, 218, 222, 
297, 929, 244, 256, 260—262, 266, 
270, 272, 275, 277, 284, 287, 295— 
207, 300, 301, 303, 304, 306, 310— 
316, 318 

Фосфамид 287 

Фосфамидон 104 

Фосфолин см. Экотиофат 
Фосфорилхолины 218, 254, 268, 270, 297 
в 121, 


О 120 

ы рамон 2 
а 105 

5 Хлорбензальдоксим 134 

Хлоргидрат пиколингидроксамовой 
кислоты 133 

Хлордан 323 

п-Хлормеркурибензоат 129, 150 

Хлормеркуринитрат 150 

Хлорпикрин 154 

Хлорпромазин о 86 

Хлортион 189, 2 

№-Хлорфенил-М- аа: 165 

№-п-Хлорфенил-М№- метилкарбамат- -М- 
оксифенил триметиламмоний  хло- 
рид 176 

Холин 12, 38, 40, 53, 55, 70, 71, 108, 
138, 139, 197, 207, 298 

Холинэстераза очищенная 299, 325 

Цианиды 320 

Циклогексан-1, 2-диондиоксим 134 

Шрадан см. Октаметил 

Ш-68 216 

11-69 216 

Эдрофоний (тензилон) 72, 207, 212 

ЭДТА 327 

Эзерин (физостигмин) 32, 33, 34, 53, 
76, 77, 80, 82, 84, 197, 159, 160, 
161—165, 167—169, 171, 172, 175, 
178, 180, 183—186, 188, 190, 192— 
195, 197—199, 201, 205, 207, 208, 

’ 212, 215, 216, 220—223, 229, 231, 
232, 234, 235, 238—242, 246—253, 
255. 2, 26, 264, 266—268, 

‚2 2 

322, 325, 328, 329 ыы 300 Е 


378 


Экотиофат (фосфолин) 160, 162, 163, 
182, 186, 321, 322 
Эндотион 210 
Эстрадиол 327 
Этил-бис-(диэтилфосфорил)-амид 
А-1) 95 


Этилзарин 213 

3- (В-Этилмеркаптоэтил-диэтилтио- 
фосфинат см. Ш-68 ы 

Этил-р-нитрофенилтионобензолфос- 
фат 278 

Этропазин 15 

Эфир метилкарбаминовый фенола 77 

— метиловый  п-толуолсульфонилар- 
гинина 129 

Е пирофосфорной кислоты 


Эфиры аминоалкиловые кислот заме- 
щенных гликолевых 301 

— — — — уксусных 301 

— — — — циклоалканкарбоновых 
301 

— дихолиновые амида дикарбоновых 
кислот 211 

— кислот дибутилфосфиновых 266 

— — дипропилфосфиновых 266 

— скопина 301 

— тропина 301, 311 

— этилфосфиновой кислоты 294 

ЭФН 153, 213, 279, 280, 327 

ВС-18 173 

ВС-40 (гексаметилен-бис- (М-метил- 
карбаминоил-М-триметиламмоний) 
253, 265 

ВС-47 83, 265 
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